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Summary 
 
The aim of the thesis was the preparation and characterization of resorbable drug 
delivery systems on the basis of nano- and microspheres, used as sustained release 
systems and for drug targeting. Using acetylic acid, the peptide hormone insulin and 
the serin protease thrombin studies were carried out to evaluate the impact of several 
process parameters of the emulsion-evaporation-method on the sphere morphology 
and their drug release behaviour. By immobilizing of mannose-6-phosphate entities 
on the surface of resorbable nanospheres, a drug targeting system for plasmids was 
developed by receptor-induced endocyosis. Commercially available poly(D,L-lactide) 
(RESOMER R 208) and poly(D,L-lactide-co-glycolide) 50:50 (RESOMER RG 504) 
were used as materials, both of which have a history of biomedical applications. The 
controlled release of bioactive substances in scaffolds for the tissue engineering is of 
particular interest, in addition to purely therapeutic applications. Growth-factors, in 
particular, can exert a positive influence on the cell proliferation and differentiation 
and can be incorporated into such tissue engineering systems. Within the present 
work, procedures were developed to equip different type of scaffolds with nano and 
micro spheres. 
 
Acetylic acid containing poly(D,L-lactide) micro spheres for sustained release 
 
Through an emulsion evaporation method, acetylic acid containing poly(D,L-lactide) 
microspheres were produced. The impact on the release behaviour of several 
process parameters (polymer concentration, initial weight of drug, o:w phase ratio, 
stirring speed, type of emulsifier and emulsifier concentration) was investigated. All 
spheres showed smooth surfaces. Due to the good solubility of acetylic acid in the 
aqueous phase during manufacture, the efficiency in regard to the used initial weight 
of drug was low and corresponded to 1,0 % to 1,4 %. An exponential relation 
between the average sphere size d(0,5) Vol% and the polymer or emulsifier 
concentration was shown. By raising the polymer concentration from 0,025 g/ml to 
0,083 g/ml the average sphere size increased exponentially from 32 µm to 142 µm, 
while augmenting the emulsifier concentration from 0,5 to 6 % the average sphere 
size d(0,5) Vol% decreased exponentially from 264 µm to 26 µm. The influence of the 
stirring speed showed an upper and lower limit of the average sphere size d(0,5) 
Vol% that depended on the set up of the preparation method. With increasing stirring 
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speed the sphere size approached asymptotically the lower limit. The influence of the 
stirring speed is curtailed by the formation of a waterspout, that is combined with an 
lost of power input and circulation of the emulsion. Lowering the stirring speed led to 
a minimal stirring speed that is needed to form an emulsion. The in vitro release 
experiments showed a diffusion controlled mechanism. Fitted data demonstrate an 
release exponent of n ≈ 0,5. Poly(D,L-lactide) microspheres containing acetylic acid 
had a release profile for 5 weeks. The decrease of the average sphere size, 
corresponding to an increasing specific surface, is followed by a higher release rate 
of acetylic acid. 
 
Thrombin containing poly(D,L-lactide-co-glycolide) 50:50 microspheres for local 
sustained release 
 
Due to several indications patients are treated with vitamin-K antagonists 
(Dicumaroles and anagoges), that inhibit the synthesis of Prothrombin and the 
coagulation factors VII, IX and X. Small dental or maxillae facial surgical incidents of 
these patients are combined with a high bleeding complications and risks. Studies 
with bleeding incompetent patients showed augmented bleeding at the 2nd to 4th 
postoperative day (23-28%), that can be reduced by using a fibrin glue. The local 
release of the serine protease thrombin over a period of 5 to 7 days represents a 
potent way to reduce or prevent postoperative bleedings after small surgical 
incidents. By means of the complex (w1/o)/w-emulsion-evaporation method, thrombin 
containing poly(D,L-lactide-co-glycolide) 50:50 microspheres were synthesised. The 
spheres were immobilised into a collagen matrix, that is used as wound tamponade. 
The spheres were of the average size d(0,5) vol% of 50 – 200 µm with an spongeous 
inner core. By different process parameters (initial weight of thrombin, polymer 
concentration, w1:o-phase ratio) and adding the water-soluble polymer poly(ethylene 
glycol), an in vitro release of thrombin over a period of 21 days was shown. Due to 
higher initial weight of thrombin (100 mg to 300 mg), the thrombin content (0,12 w% 
to 0,57w%) increased, while the efficiency of encapsulation decreased from ca. 85% 
to ca. 50%, By the high shear forces, the hydrophilic/hydrophobic borders and the 
lyophilisation process lead to an undesired lost of activity of the serin protease 
Thrombin. A maximum of 6,3% of activity was found using a thrombin preparation 
with an activity of 50 NIH/mg. 
 
Summary    IX
Insulin containing poly(D,L-lactide-co-glycolide) 50:50 microspheres to support the 
tissue engineering 
 
Besides of its biological meaning as glucagon antagonist to control the blood sugar 
level insulin belongs to a group of chemically similar hormones calledthe insulin like 
growth factors (IFG). It’s growth stimulation can support cell cultures e.g. fat cells or 
connective tissue cells and makes it interesting for tissue engineering. In the present 
work insulin containing poly(D,L-lactide-co-glycolide) 50:50 microspheres, which 
control the insulin release and can be combined with scaffold, were investigated. 
Different process parameters of the complex (w1/o)/w-emulsion-evaporation method 
like the initial weight of insulin, the polymer concentration, and the w1:o-phase ratio 
were studied regarding their influence on the release profile. The surfaces of those 
spheres had a berry-like shape, that can be explained by complex (w1/o)/w-
emulsion-evaporation preparation method. Cross-sections display an outer porous 
area, that surrounds a big inner cavity. By increasing the initial insulin weight from 10 
mg to 40 mg, which under the employed conditions meant a loss of encapsulation 
efficiency of 76 % to 49 %, the insulin content increased from 0,31 w% to 0,81 w%. 
An augmentation of the w1:o-phase ratio from 0,013 to 0,050 increased the 
encapsulation efficiency from 52 % to 76 %. Further augmentation of the w1:o-phase 
ratio to 0,075 lead to a loss of encapsulation efficiency (69 %). The higher insulin 
content as well as the higher phase ratio resulted into a higher insulin release from 
poly(D,L-lactide-co-glycolide) 50:50 microspheres. A lower polymer concentration 
results in a smaller average sphere size and by the growing specific surface to a 
higher insulin release. All insulin containing spheres showed an insulin release over a 
period of 14 days. Exemplary on collagen sponges, non-wovens and fleeces 
manufactured by electro-spinning the immobilisation of nano and microspheres were 
studied. 
 
Receptor induced endocytosis of mannose-6-phosphate modified poly(D,L-lactide-
co-glycolide) 50:50 nanospheres for the transfer of plasmid into hepatic stern cells 
 
The transfer of genes is more and more used to treat diseases. By means of 
mannose-6-phosphate modified poly(D,L-lactide-co-glycolide) 50:50 nanospheres a 
potent plasmid-transfer system for treatment of chronically liver fibrosis, that is 
caused by differentiated sinusoidale fat storing cells (Ito-cells, hepatic stern cells, 
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HSC), was developed. The differentiated fat storing cells exhibit on their surface 
mannose-6-phosphate-/ insulin-like-growth-factor II-receptors and enable a receptor 
induced endocytosis. On the basis of complex multivalent mannose-6-phosphate-
ligands an amphiphilic 1-Hexadecyl-mannose-6-phosphat-di-sodium was synthesised 
to modify the sphere surface. With the cryo-emulsion-evaporation-method plasmid 
containing mannose-6-phosphate modified poly(D,L-lactide-co-glycolide) 50:50 
nanospheres of an average sphere size d(0,5) n% of 208 nm were synthesised. It 
was shown, that nanospheres with immobilised mannose-6-phosphat entities, had a 
significant affinity for sinusoidale fat storing cells. A release of plasmid, which 
express apoptotic or suicidal proteins, inside the cell was not shown. 
Zusammenfassung   XI
Zusamenfassung 
 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden resorbierbare Wirkstoff-
freisetzungssysteme in Form von Nano- bzw. Mikrosphären zur anhaltenden, lokalen 
und gerichteten (drug targeting) Wirkstofffreisetzung hergestellt und untersucht. 
Anhand des niedermolekularen chemisch definierten Wirkstoffes Acetylsalicylsäure, 
dem Peptidhormon Insulin und der Serinprotease Thrombin wurden Studien zum 
Einfluss verschiedener Herstellungsparameter des verwendeten Emulsions-
Evaporations-Verfahrens auf die Sphärenmorphologie und das Wirkstofffrei-
setzungsverhalten durchgeführt. Durch Immobilisierung von Mannose-6-phosphat-
Struktureinheiten auf der Oberfläche resorbierbarer Nanosphären wurde ein 
zielgerichtetes Freisetzungssystem durch rezeptorinduzierte Endocytose für Plasmid-
DNA entwickelt. Als Sphärenmaterial wurde das in der Medizin bereits etablierte und 
kommerziell erhältliche Polymer Poly(D,L-lactid) (RESOMER R 208) bzw. Poly(D,L-
lactid-co-glycolid) 50:50 (RESOMER RG 504) verwendet. Neben kontrollierten 
Freisetzungssystemen zur therapeutischen Anwendung stellt die kontrollierte 
Freisetzung biologisch aktiver Substanzen zur Unterstützung des Tissue Engineering 
eine weitere Anwendung bei der Entwicklung von Scaffolds dar. So kann durch die 
Zugabe von Wachstumsfaktoren die Zellproliferation und Zelldifferenzierung positiv 
beeinflusst werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Verfahren zur Ausrüstung 
verschiedener Zellträgerstrukturen mit Nano- bzw. Mikrosphären zur Unterstützung 
des Tissue Engineering entwickelt.  
 
Acetylsalicylsäure enthaltende Poly(D,L-lactid)– Mikrosphären zur anhaltenden 
Freisetzung 
 
Mit Hilfe der o/w-Emulsions-Evaporations-Methode wurden Acetylsalicylsäure- 
enthaltende Mikrosphären hergestellt. Anhand verschiedener Herstellungsparameter 
(Polymerkonzentration, Wirkstoffeinwaage, o:w-Phasenverhältnis, Rührgeschwindig-
keit, Emulgatortyp und Emulgatorkonzentration) wurde der Einfluss auf die 
Sphärenmorphologie, Acetylsalicylsäuregehalt und Acetylsalicylsäurefreisetzung aus 
Poly(D,L-lactid)-Sphären untersucht. Sämtliche ASS enthaltende Sphären 
zeichneten sich durch eine geschlossene glatte Oberfläche aus. Bedingt durch die 
gute Löslichkeit von ASS in der äußeren wässrigen Phase während der Herstellung 
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war die Effizienz des Verfahrens bezogen auf die eingesetzte Wirkstoffmenge gering 
und lag zwischen 1,0 % und 1,4 %. Es konnte ein exponentieller Zusammenhang 
zwischen der verwendeten Polymer- bzw. Emulgatorkonzentration und der mittleren 
Sphärengröße d(0,5) Vol% festgestellt werden. Durch Zunahme der 
Polymerkonzentration von 0,025 g/ml auf 0,083 g/ml nahm die mittlere Sphärengröße 
d(0,5) Vol% von 32 µm auf 142 µm exponentiell zu, während bei ansteigender 
Emulgatorkonzentration von 0,5 % auf 6 % die mittlere Sphärengröße d(0,5) Vol% 
von 264 µm auf 26 µm exponentiell abnahm. Der Einfluss der Rührgeschwindigkeit 
zeichnete sich durch einen oberen und einen unteren Grenzwert der mittleren 
Sphärengröße d(0,5) Vol%, der vom verwendeten Aufbau der Anlage zur Herstellung 
der Sphären abhängt, aus. Bei zunehmender Rührgeschwindigkeit nahm die mittlere 
Sphärengröße asymptotisch einen unteren Grenzwert an. Der Einfluss der 
Rührgeschwindigkeit wird durch die Ausbildung einer Trombe, die mit einem 
abfallenden Leistungseintrag verbunden ist sowie das ansteigende Kreisen der 
Emulsion im Rührbehälter begrenzt. Die Abnahme der Rührgeschwindigkeit führte zu 
einem Grenzwert, der durch die minimale Rührgeschwindigkeit bestimmt wird, die 
zur Emulsionsbildung benötigt wird. Die durchgeführten in vitro 
Freisetzungsversuche ergaben für das vorliegende System einen 
diffusionskontrollierten Freisetzungsmechanismus, der an eine empirische Fit-
Funktion angepasst wurde. Die für die Freisetzung ermittelten Fit-Daten ergaben 
jeweils einen Freisetzungsexponenten n ≈ 0,5. Für die untersuchten ASS-
enthaltenden PDLLA-Sphären konnte eine Freisetzung über ca. 5 Wochen 
beobachtet werden. Bei Abnahme der mittleren Sphärengröße, die mit einer 
Zunahme der spezifischen Sphärenoberfläche entspricht, wird eine erhöhte 
Freisetzung von ASS aus PDLLA-Sphären beobachtet. 
 
Thrombin enthaltende Poly (D,L-lactid-co-glycolid) 50:50 – Mikrosphären zur lokalen 
anhaltenden Freisetzung 
 
Aufgrund verschiedener Indikationen werden Patienten mit Vitamin–K Antagonisten 
(Dicumarole und Analoge), welche die Synthese von funktionstüchtigem Prothrombin 
sowie die Gerinnungsfaktoren VII, IX und X hemmen, oral dauerantikoaguliert. 
Bagatelleingriffe im Kieferbereich, wie Zahnextraktionen, Wurzelspitzenresektionen 
und Weisheitszahnentfernungen stellen für diese Patientengruppe durch ein 
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erhöhtes Blutungsrisiko eine Gefahr dar. Studien bei gerinnungsinkompetenten 
Patienten zeigten, dass am 2. bis 4. postoperativen Tag vermehrt Nachblutungser-
scheinungen auftreten (23-28%), die durch eine Verwendung von Fibrinkleber 
reduziert werden können. Die lokale anhaltende Freisetzung der Serinprotease 
Thrombin über einen Zeitraum von 5 bis 7 Tagen stellt eine potentielle Möglichkeit 
dar, Nachblutungen nach kleinen zahnärztlichen chirurgischen Eingriffen bei 
gerinnungsinkompetenten Patienten zu reduzieren oder gar zu verhindern. Mit Hilfe 
der komplexen (w1/o)/w2-Emulsions-Evaporations-Methode wurden Thrombin 
enthaltende Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50 – Mikrosphären hergestellt. Die 
Sphären wurden in eine Collagenmatrix eingebettet, die als Wundtamponade dient. 
Die untersuchten Thrombin enthaltenden Sphären besaßen eine mittlere 
Sphärengröße d(0,5) Vol% von 50-200 µm und eine schwammartige innere Struktur. 
Mit Hilfe einzelner Verfahrensparameter (Thrombineinwaage, Polymerkonzentration, 
w1:o-Phasenverhältnis) sowie der Zugabe des quellenden wasserlöslichen Polymers 
Polyethylenglycol konnte die in vitro Thrombinfreisetzung aus den Sphären variiert 
und über einen Zeitraum von bis zu 21 Tagen beobachtet werden. Es konnte ein 
zunehmender Thrombingehalt der Sphären bei steigender Thrombinpräparat-
einwaage von „100 mg“ auf „300 mg“ von 0,12 Gewichts% auf 0,57 Gewichts% 
festgestellt werden, während die Effizienz der Thrombinverkapselung bezogen auf 
die eingesetzte Thrombinmenge von ca. 85 % auf ca. 50 % abnahm. Bedingt durch 
die hohen verwendeten Scherkräfte, den hydrophilen/hydrophoben Grenzflächen 
sowie die durchgeführten Lyophilisationsprozesse kommt es zu einem unerwünscht 
hohen Aktivitätsverlust der Serinprotease Thrombin. Es wurde eine maximale 
Thrombinaktivität von 6,3 % bezogen auf das eingesetzte Thrombinpräparat mit einer 
Aktivität von 50 NIH pro mg ermittelt.  
 
Insulin-enthaltende Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50 – Mikrosphären zur Unter-
stützung des Tissue Engineering 
 
Neben seiner biologischen Bedeutung als Glukagon Antagonist zum Steuern des 
Blutzuckerspiegels gehört Insulin zu einer Gruppe von chemisch ähnlichen 
Hormonen, die das Skelett-Wachstum beeinflussen, den Insulin-like Growth Factors 
(IGF). Durch seine wachstumsfördernden Eigenschaften kann es unterstützend in 
der Zellkultur z.B. von Fett- u. Bindegewebszellen eingesetzt werden und ist 
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hierdurch für das Tissue Engineering interessant. Im Rahmen dieser Arbeit wurden 
Studien zu Insulin-enthaltenden Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50–Mikrosphären, die 
Insulin kontrolliert freisetzen und mit Zellträgerstrukturen kombiniert werden können, 
durchgeführt. Verschiedene Parameter der komplexen ((w1/o)/w2)-Emulsions-
Evaporations-Methode wie Wirkstoffeinwaage, Polymerkonzentration und w1:o-
Phasenverhältnis wurden in Bezug auf ihren Einfluss auf die Sphärenmorphologie 
und Insulinfreisetzung untersucht. Die untersuchten Insulin-enthaltenden Sphären 
wiesen eine himbeerförmige Oberfläche auf, die auf das Doppelemulsionsverfahren 
zurückzuführen ist. Querschnitte zeigten einen schwammartigen äußeren 
Randbereich, der eine große Kavität umschloss. Durch zunehmende 
Insulineinwaage von 10 mg auf 40 mg, die unter den untersuchten Bedingungen mit 
einer abnehmenden Effizienz der Insulinverkapselung von 76 % auf 49 % verbunden 
ist, konnte der Insulingehalt der untersuchten Sphären von 0,31 % Gewichts% auf 
0,81 Gewichts% gesteigert werden. Ebenso konnte gezeigt werden, dass durch 
Erhöhen des w1:o.Phasenverhältnisses von 0,013 auf 0,050 die Effizienz der 
Verkapselung von 52 % auf 76 % gesteigert werden konnte und bei weiterer 
Erhöhung des w1:o.Phasenverhältnisses auf 0,075 die Effizienz auf 69 % abfiel. Der 
höhere Insulingehalt zeigte ebenso wie die Zunahme des w1:o-Phasenverhältnisses 
eine erhöhte Freisetzungsrate von Insulin aus Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50 –
Mikrosphären. Eine abnehmende Polymerkonzentration führte zu einer 
abnehmenden mittleren Sphärengröße und durch die Vergrößerung der spezifischen 
Oberfläche zu einer größeren Freisetzungsrate. Es konnte bei allen untersuchten 
Fällen eine Freisetzung von Insulin über einen Zeitraum von 14 Tagen ermittelt 
werden. Am Beispiel von Collagenschwämmen, Stapelfaservliesen und mittels 
Elektrospinning-Verfahren hergestellter Nanofaservliese wurde gezeigt, dass 
Zellträgerstrukturen mit Wirkstofffreisetzungssystemen auf Nano- bzw. 
Mikrosphärenbasis für das Tissue Engineering kombiniert werden können. 
 
Rezeptor vermittelte Endocytose von Mannose-6-phosphat modifizierten Poly (D,L-
lactid-co-glycolid) 50:50 –Nanosphären zum Transfer von Plasmid-DNA in 
hepatische Sternzellen. 
 
Der Transfer von Genen wird zunehmend zur Behandlung von Krankheiten 
eingesetzt. Mit Hilfe von Mannose-6-Phosphat-modifizierten Poly(D,L-lactid-co-
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glycolid) 50:50 – Nanosphären konnte ein potenzielles Plasmid-DNA-Transfersystem 
zur Behandlung der chronischen Leberfibrose, die durch differenzierte sinusoidale 
Fettspeicherzellen (Ito-Zellen, hepatische Sternzellen, HSC) hervorgerufen wird, 
entwickelt werden. Die differenzierten Fettspeicherzellen weisen auf der Oberfläche 
Mannose-6-phosphat-/Insulin-like-Growth-Factor II-Rezeptoren auf und ermöglichen 
hierdurch eine Rezeptor vermittelte Endocytose. Auf der Grundlage verschiedener 
komplexer multivalenter Mannose-6-Phosphat-Liganden wurde das amphiphile 
1-Hexadecyl-mannose-6-phosphat-di-Natrium zum Modifizieren der Sphärenober-
fläche synthetisiert. Mit Hilfe der Kryo-Emulsions-Evaporations-Methode wurden 
Plasmid-enthaltende Mannose-6-Phosphat modifizierte Poly(D,L-lactid-co-
glycolid) 50:50 – Nanosphären mit einer mittleren Sphärengröße d(0,5) n% = 208 nm 
hergestellt. Es konnte gezeigt werden, dass Nanosphären, die auf ihrer Oberfläche 
physikalisch immobilisierte Mannose-6-Phosphat-Struktureinheiten aufwiesen, eine 
signifikante Affinität für differenzierte sinusoidale Fettspeicherzellen besaßen. Eine 
Freisetzung von Plasmid-DNA, die apoptotisch oder suizidal wirkende Proteine unter 
Promotoren innerhalb der differenzierten sinusoidalen Fettspeicherzellen exprimiert, 
konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht gezeigt werden. 
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1. Einleitung 
1.1. Kontrollierte Wirkstofffreisetzung 
 
Die Synthese und Identifizierung neuer Wirkstoffe und Wirkstoffklassen war lange 
Zeit der Mittelpunkt der pharmazeutischen Forschung. Während dieses weiterhin von 
großer Bedeutung ist und bleiben wird, hat ein anderer Bereich, der sich mit der 
Verabreichung der Wirkstoffe befasst, zunehmend an Einfluss gewonnen. So ist die 
Wirkung eines Pharmakons von verschiedenen, meist komplexen Vorgängen im 
Organismus abhängig 1. Im Allgemeinen lassen sich diese Vorgänge in drei Phasen 
unterteilen: 
- die pharmazeutische, 
- die pharmakokinetische, 
- die pharmakodynamische Phase. 
Die pharmazeutische Phase beinhaltet die Applikationsform und den Zerfall der 
Arzneiform bzw. die Auflösung der Wirkstoffe. Bei der pharmakokinetischen Phase 
sind die Resorption, die Verteilung und die Elimination des Pharmakons im 
Organismus die entscheidenden Teilprozesse. Zur pharmakodynamischen Phase 
werden die Pharmakon-Rezeptor-Wechselwirkung sowie die anschließenden 
Vorgänge, der Signaltransduktion, an deren Ende der pharmakologische Effekt steht, 
gezählt2. 
 
Formen der Wirkstoffzufuhr sind seit früherer Zeit bekannt. So ist das Kauen auf 
Blättern und Wurzeln oder das Inhalieren entsprechender Dämpfe und Rauche der 
Anfang, welche in Elixieren, Extrakten, Lösungen, Sirupen, Pillen, Kapseln, 
Tabletten, Emulsionen, Suspensionen, Salben und Zerstäubern ihre Fortsetzung 
finden. Diese teilweise primitiven Darreichungsformen weisen eine kurze Wirkungs-
dauer auf, die eine relativ hohe Applikationsrate bedingt und zu entsprechenden 
Schwankungen der Wirkstoffkonzentration im Blut oder Gewebe führt. Darüber 
hinaus ergeben sich individuelle Schwankungen durch die Zuverlässigkeit des 
Patienten (patient non-compliance). Konzepte zur Realisierung kontrollierter 
therapeutischer Wirkstofffreisetzungssysteme, welche definitionsgemäß einen oder 
mehrere Wirkstoffe in vorausbestimmter Rate kontinuierlich über einen festgelegten 
Zeitraum an einem festgelegten Anwendungsort abgeben, wurden untersucht3. 
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In den späten 40er Jahren des letzten Jahrhunderts wurden erstmals erfolgreich 
Arzneiformen, die eine anhaltende Wirkstofffreisetzung ermöglichten durch Smith, 
Kline & French vermarktet4. Hauptgründe für den Erfolg waren die Verringerung der 
zu verabreichenden Dosen und die damit verbesserte patient-compliance als auch 
die Abnahme der lokalen oder systemischen Nebenwirkungen. 
 
Die meisten Pharmaka benötigen häufig eine wiederholte orale oder intravenöse 
Gabe entsprechender Wirkstoffdosen, um in einem benötigten therapeutischen 
Konzentrationsfenster zu liegen. Der Wirkstoffkonzentrationsverlauf ist eine 
zeitabhängige Funktion, die von der Zeit, der Applikationsart, der verabreichten 
Dosis, den Resorptions-, Verteilungs- und Eliminationsmechanismen (Metabolismus, 
Degradation und Ausscheidung) abhängig ist. Pharmakokinetische Modelle 
beschreiben vereinfacht mit Hilfe mathematischer Beziehungen die Konzentrations-
Zeit-Verläufe, bei denen der Organismus in einzelne Verteilungsräume 
(Kompartimente) unterteilt wird. Innerhalb dieser Verteilungsräume sind die 
Wirkstoffkonzentrationen definitionsgemäß identisch. Die Transportvorgänge 
zwischen den einzelnen Kompartimenten können durch Blockdiagramme dargestellt 
werden. Die einzelnen Kompartimente stellen in der Regel keine anatomisch 
definierten Verteilungsräume dar. Abb. 1 stellt ein Zweikompartiment-Modell vor. Es 
besteht aus einem Eingangskompartiment CE, in das der Wirkstoff eingetragen wird 
und aus dem die anschließende Wirkstoffresorption in das zentrale Kompartiment C1 
erfolgt. Aus dem zentralen Kompartiment erfolgt die Eliminierung des Wirkstoffes. 
 
CE C1
i.v.
oral
ki kel
 
 
Abb. 1: Das pharmakokinetisches Zweikompartiment-Modell besteht aus einem 
Eingangskompartiment (CE), das als Substanzdepot dient, aus dem die Resorption 
(ki) des Wirkstoffes in das zentrale Kompartiment (C1) erfolgt. Der Wirkstoff wird 
anschließend aus dem zentralen Kompartiment eliminiert (kel). 
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Pharmakokinetische Modelle, deren Aufbau auf physiologischen Gegebenheiten 
basiert, sind eine Erweiterung des Kompartimentmodells. Es erfolgt eine Aufteilung 
des Körpers in verschiedene Organe, die durch ihr Gewebsvolumen, interstitielles 
Volumen und den Blutfluss durch das Organ charakterisiert sind. 
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Abb. 2: Physiologisches Perfusionsmodell, das anhand unterschiedlicher 
Durchblutung und Masse der Gewebe das Verteilungs- und Eliminationsverhalten 
eines intravenös applizierten Wirkstoffes beschreibt5. 
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Für einfache Zweikompartiment-Modelle können mit Hilfe der sogenannten Bateman-
Funktion (Gleichung 1) zeitabhängige Wirkstoffkonzentrationsverläufe für intravenöse 
bzw. orale Gaben dargestellt werden (Abb. 3). 
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C(t) :  Wirkstoffkonzentration zum Zeitpunkt t 
C0 :  fiktive Anfangskonzentration, die bei einer sofortigen homogenen Verteilung erreicht 
wird 
ki :  Resorptionskontstante 
kel :  Eliminationskonstante 
 
C
(t)
 
Zeit 
Therapeutischer 
Konzentrationsbereich 
Minimale toxische 
Konzentration 
Minimale therapeutische 
Konzentration 
Wirkungsdauer 
C0=10
C0=20
C0=30 
 
Abb. 3: Schematische Darstellung der Bateman-Funktion6 bei einmaliger oraler Gabe 
mit unterschiedlichen Anfangskonzentrationen (C0) in einem Zwei-Kompartiment-
Modell. Eingezeichnet sind der therapeutische Konzentrations-bereich, der durch die 
minimale therapeutische Konzentration und die minimale toxische Konzentration 
bestimmt wird, und die, am Beispiel von C0=20, resultierende Wirkungsdauer. 
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Eine Erhöhung der Einzeldosis, um die Wirkungsdauer zu verlängern, ist nicht 
unbegrenzt möglich. Die Einzeldosis ist durch die minimale toxische Konzentration 
begrenzt. Die einmalige Gabe eines Wirkstoffes ist die Ausnahme, da die 
entsprechende Wirkungsdauer in der Regel für eine Therapie nicht ausreicht. Liegt 
das Dosierungsintervall in der gleichen Größenordnung wie die Halbwertszeit der 
Elimination oder ist das Intervall sogar noch kleiner, kommt es zu einer pseudo-
steady-state Konzentration. Die Wirkstoffkonzentration schwankt zwischen 
konstanten Maximal- bzw. Minimalwerten (Abb. 4). 
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Abb. 4: Plasmakonzentrationsverlauf einer mehrfachen oralen Gabe ( ___ ) im 
Vergleich zu einer Dauerinfusion ( ...... ) über den gleichen Zeitraum. Die mehrfache 
orale Gabe erreicht nach der dritten Verabreichung einen pseudo-steady-state 
Plasmaspiegel, der eine hohe Schwankungsbreite besitzt und sowohl die minimale 
therapeutische Konzentration unterschreitet als auch die minimale toxische 
Konzentration überscheitet. Eine Dauerinfusion erzielt einen konstanten 
Plasmaspiegel durch ständiges Ersetzen der eliminierten Wirkstoffmenge. 
 
Bei Wirkstoffen mit kleiner Eliminationshalbwertszeit führt das entsprechende 
Dosierungsintervall zum Erreichen des therapeutischen Konzentrationsbereiches zu 
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Problemen (patient-compliance). Die ideale Therapie mittels Dauerinfusion, die zu 
einem konstanten Plasmaspiegel führt, ist im Alltag nicht realisierbar. 
Wirkstofffreisetzungssysteme (Drug Delivery Systems, DDS) die einen Wirkstoff 
kontrolliert über einen vorgegebenen Zeitraum zur Verfügung stellen, um einen 
konstanten Wirkstoffspiegel zu erreichen, sind zunehmend Gegenstand der 
Forschung7,8,9,10,11,12,13,14,15. Die Ansprüche, die an entsprechende Wirkstofffrei-
setzungssysteme gestellt werden, haben sich im Laufe der vergangenen Jahrzehnte 
geändert und stetig zugenommen. Eine kurze Übersicht ist in Tab. 1 aufgelistet. 
 
Tab. 1: Gewünschte Eigenschaften der kontrollierten Wirkstofffreisetzung im Verlauf 
der Zeit 
Zeit Eigenschaften Technologie 
1950-
1970 
 
• Anhaltende Wirkstofffreisetzung 
• Anwendbarkeit 
niedermolekularer Wirkstoffe 
 
Wachse, Pasten, Öle 
einige konventionelle Kunststoffe, 
hauptsächlich Cellulose 
 
1970-
1990 
• Kontrollierte Wirkstofffreisetzung 
(z.B. Kinetik 0.Ordnung) 
• Anwendung nieder- und 
hochmolekularer Wirkstoffe 
• „zelluläres und subzelluläres 
drug targeting“ 
 
Hautpflaster 
Iontophorese 
ausgedehnte Polymerauswahl 
erste Entwicklungen biokompatibler 
Polymere 
1990-
2010 
• Transfer von Genen 
• Nicht-parenteraler Transport von 
Proteinen und Kohlenhydraten 
• Modulierte, wiederholte 
Freisetzung aus Einmalgaben 
• Selbst regulierende 
Wirkstofffreisetzung 
neue maßgeschneiderte, 
biokompatible Polymere 
Auswahl abbaubarer Polymere 
chemisch und potentialgesteuerte 
Polymere 
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Wirkstofffreisetzungssysteme bieten gegenüber konventionellen Darreichungs-
formen, welche den Wirkstoff lediglich über einen kurzen Zeitraum zur Verfügung 
stellen, entscheidende Vorteile. 
 
- Eine konstante Wirkstoffkonzentration kann mit Hilfe einer retardierenden 
Darreichungsform erzeugt werden. Sie beruht auf einer verzögerten, 
kontinuierlichen Freisetzung des Wirkstoffes oder einer Verlangsamung der 
Wirkstoffaufnahme im Körper. Durch die retardierte Darreichungsform wird 
eine Erhöhung der verabreichten Dosis zur Verlängerung der Wirkungsdauer 
ermöglicht, wobei die minimale toxische Konzentration nicht überschritten 
wird. 
 
- Die Effizienz der verabreichten Wirkstoffdosis ist im Vergleich zu 
konventionellen Darreichungsformen höher, da für die gleiche Wirkungsdauer 
durch den konstanten Wirkstoffspiegel weniger Wirkstoff benötigt wird. 
 
- Die lokale Wirkstofffreisetzung wird durch Wirkstofffreisetzungssysteme 
ermöglicht und führt zu einer Reduzierung der Dosis sowie unerwünschter 
Nebenwirkungen. 
 
- Eine reduzierte Verabreichungsfrequenz zum Erhalt des Wirkstoffspiegels 
innerhalb des therapeutischen Konzentrationsbereiches kann durch eine 
anhaltende Freisetzung, die mit einer Dosiserhöhung verbunden ist, erreicht 
werden. 
 
- Die Bioverfügbarkeit eines Wirkstoffes kann mit Hilfe eines 
Freisetzungssystems, das den Wirkstoff am Wirkort freisetzt, die 
Resorptionsgeschwindigkeit und Resorptionsquote des Wirkstoffes erhöht 
oder den Wirkstoff vor Biotransformation während der Resorption (First-pass-
Effekt) schützt, deutlich erhöht werden. 
 
Freisetzungssysteme können in verschiedene Klassen unterteilt werden16. So 
unterscheidet man zwischen diffusions-, chemisch-, quellungs- und magnetisch- 
kontrollierten Systemen. 
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1.2. Kinetische Modelle zur Beschreibung von 
Wirkstofffreisetzungssystemen 
 
Eine nützliche Einteilung kontrollierter Freisetzungssysteme basiert auf dem 
Freisetzungsmechanismus der freizusetzenden Substanz. So kann der 
geschwindigkeitsbestimmende Schritt rein diffusionskontrolliert sein und dem 
Fickschen Gesetz unterliegen, oder eine chemische Reaktion, die an der 
Polymer/Medium-Grenzfläche stattfindet oder abhängig vom Quellungsvermögen der 
Matrix im Freisetzungsmedium ist. In der Praxis findet man häufig eine Kombination 
verschiedener Mechanismen wieder, z.B. diffusions- und degradationskontrolliert. 
Eine Übersicht über diese Mechanismen ist in Abb. 5 gegeben. 
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Abb. 5: Mechanistische Einteilung kontrollierter Freisetzungssysteme 
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1.2.1. Diffusionskontrollierte Systeme 
 
Diffusionskontrollierte Freisetzungssysteme sind die meist verbreiteten Systeme. Sie 
können als Reservoir- oder Matrixtyp vorliegen. 
 
Als Reservoirtyp bezeichnet man Systeme, die einen Wirkstoffkern besitzen, der mit 
einem gequollenen oder nicht gequollenen Polymerfilm ummantelt ist (Abb. 6). Die 
Diffusion durch diesen Polymermantel ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt. 
Membranen, Kapseln, Sphären, Vesikel oder Hohlfasern sind hierfür als Beispiele zu 
nennen. 
Wirkstoffkern
Polymermantel
t = 0 t  
Abb. 6: Idealisiertes diffusionskontrolliertes Reservoirfreisetzungssystem. Der 
Wirkstoff diffundiert durch einen den Wirkstoffkern umgebenden Polymermantel; dies 
stellt den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt dar. 
 
In diffusionskontrollierten Matrixtypen (Abb. 7) ist der Wirkstoff gleichmäßig in einer 
Polymermatrix verteilt. Die Diffusion des Wirkstoffes in der Polymermatrix stellt dabei 
den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt dar. 
 
dispergierter Wirkstoff
Im  Polymer
t = 0 t  
 
Abb. 7: Idealisiertes diffusionskontrolliertes Matrixsystem 
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Die Diffusion niedermolekularer Substanzen in dem Polymermantel oder der 
Polymermatrix wird durch verschiedene Faktoren bestimmt. Sie wird durch das 
Molekulargewicht des Wirkstoffes17 sowie die physikochemischen Wechselwirkungen 
mit dem Polymer, seine Löslichkeit18 und den Übergang in das umgebende Medium 
maßgeblich beeinflusst. Die Diffusion des Wirkstoffes wird durch die Kristallinität19 
des Polymers behindert. 
 
Die Diffusion des Wirkstoffes in Abhängigkeit der Zeit kann mit Hilfe des zweiten 
Fickschen Diffusionsgesetzes beschrieben werden. 
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Dabei ist die zeitliche lokale Konzentrationsänderung tc ∂∂ /  des Wirkstoffes 
proportional der Änderung des Konzentrationsgradienten mit dem Diffusionsweg 
22 / xc ∂∂ . Die mathematischen Beschreibungen der Diffusion erfolgt in Abhängigkeit 
von der Matrixgeometrie, aus welcher der Wirkstoff freigesetzt wird. Ein Beispiel für 
eine Näherung der Freisetzung aus Sphärenmatrixsystemen72, 20, die den Wirkstoff 
unterhalb der Löslichkeitsgrenze im Polymer enthalten, ist in Abb. 8 angegeben. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 8: Zeitabhängige diffusions-kontrollierte Wirkstofffreisetzung (Mt/M∞ = 
freigesetzter Wirkstoffanteil zum Zeitpunkt t, t = Zeit, D = Diffusions-koeffizient, r = 
Sphärenradius) 
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Der Unterschied der Wirkstoffkonzentrationsprofile als Funktion der Zeit und des 
Diffusionsweges in einem Matrixsystem mit unterschiedlichen Wirkstoffgehalten ist in 
Abb. 9 an zwei Beispielen dargestellt. Liegt der Wirkstoff unterhalb der 
Löslichkeitsgrenze im Polymer vor, ändern sich im Laufe der Freisetzung zwei 
Parameter der Diffusionsgleichung. Sowohl der Konzentrationsgradient, der durch 
den gelösten Wirkstoff bestimmt wird, als auch die zurückzulegende 
Diffusionsstrecke des Wirkstoffes ändern sich im Zuge der Wirkstofffreisetzung. 
Durch die Gegenwart von zusätzlichem dispergierten Wirkstoff in dem Polymer bleibt 
die Wirkstoffkonzentrationsdifferenz konstant. Die Diffusionsstrecke nimmt jedoch 
ebenfalls zu, da von der wandernden Grenze zwischen rein gelöstem und gelöstem 
mit dispergiertem Wirkstoffanteil ausgegangen wird. 
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Abb. 9: Schematische Darstellung der Konzentrationsprofile in der Matrix (grau 
unterlegter Bereich) als Funktion der Zeit t und des Diffusionsweges x eines gelösten 
Wirkstoffes aus einer Matrix (links) und eines dispergierten Wirkstoffes aus einer 
übersättigen Matrix21 (rechts) in das umgebende Medium mit einer unbegrenzten 
Aufnahmekapazität (perfect sink). 
 
Im Vergleich zu Reservoirsystemen ist die Herstellung von Matrixsystemen mit 
einfachen Geometrien deutlich kostengünstiger und für kleine Moleküle mit einem 
Molekulargewicht von wenigen Hundert Gramm pro Mol geeignet. Polymermatrices 
besitzen für Makromoleküle wie Proteine eine geringe Durchlässigkeit und erreichen 
keine für die zur Anwendung ausreichenden Freisetzungsraten. Durch Suspension 
einer hohen Wirkstoffmenge oder eines Hilfsstoffes in einer Matrix kann es durch 
Herauslösen zusammenhängender Wirkstoff- bzw. Hilfsstoffbereiche zu einem 
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Verbund von Kanälen innerhalb der Polymermatrix führen, die eine 
Wirkstofffreisetzung begünstigen. 
 
Ein weiteres Modell für eine rein diffusionskontrollierte Wirkstofffreisetzung beruht auf 
dem linearen Zusammenhang zwischen der freigesetzten Wirkstoffmenge und der 
Wurzel der Zeit22, 23, 24. 
 
n
kin
t tk
M
M
⋅=
∞
 
 
Hierbei entspricht kkin einer kinetischen Konstanten und n dem Diffusions-
exponenten. Nimmt n den Wert 0,5 an, liegt ein rein diffusionskontrollierter 
Freisetzungsmechanismus nach Fick vor (Case I -Transport). Bei Systemen, die 
Wasser aufnehmen bzw. quellen, ist das Modell der rein diffusionskontrollierten 
Freisetzung nur begrenzt gültig, da eine Relaxation von Segmenten der 
Polymermatrix sowie gegebenenfalls ein hydrolytischer Abbau der Polymermatrix die 
Freisetzung beeinflussen können. Für einen Wert 0,5 < n < 1 liegt eine anomale oder 
nicht Ficksche Freisetzung (Case II -Transport) vor, die eine Kombination der 
Wirkstoffdiffusion, der Quellung, der Polymerrelaxation und Polymerdegradation 
abbildet. 
 
 
1.2.2. Degradationskontrollierte Systeme 
 
Degradationskontrollierte Systeme enthalten ebenso wie diffusionskontrollierte 
Matrixsysteme den Wirkstoff gleichmäßig über das Polymer verteilt. Der Unterschied 
besteht darin, dass die Polymermatrix diffusionskontrollierter Systeme über die 
gesamte Freisetzungsdauer unverändert bleibt, während die Freisetzung chemisch 
kontrollierter Systeme auf dem Abbau der Polymermatrix und der damit verbundenen 
Freisetzung des Wirkstoffes beruht (Abb. 10)25,26. 
 
Resorbierbare chemisch kontrollierte Systeme haben im Vergleich mit nicht 
resorbierbaren Freisetzungssystemen bei zahlreichen Anwendungen entscheidende 
Vorteile. So müssen sie nicht chirurgisch entfernt werden, da sie resorbiert werden. 
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Dieser Vorteil muss gegen mögliche toxische, immunogene oder karzinogene 
Abbauprodukte abgewogen werden. 
dispergierter Wirkstoff
Im Polymer
t = 0 t  
Abb. 10: Idealisiertes degradationskontrolliertes Wirkstofffreisetzungssystem. Durch 
den Abbau der Polymermatrix erfolgt die Freisetzung des eingeschlossenen 
Wirkstoffes. 
 
Kinetiken 0. Ordnung sind nur dann möglich, wenn sich die Oberfläche des 
degradationskontrollierten Systems sich im Verlauf der Freisetzung nicht ändert. 
Scheiben mit vernachlässigbaren Seiten oder Höhen sind ein entsprechendes 
Beispiel. Sphären und Zylinder zeigen ein abnehmendes Freisetzungsverhalten, da 
die spezifische Oberfläche mit zunehmender Degradation zunimmt27. Die 
Freisetzungskinetiken werden in realen Systemen in der Regel nicht ausschließlich 
durch das Abbauverhalten der Polymermatrix bestimmt. Vielmehr ist die Freisetzung 
das Ergebnis aus Polymerabbau und Diffusion. Zu den degradationskontrollierten 
Systemen können ebenfalls sogenannte Prodrug-Polymersysteme gezählt werden 
(Abb. 11). Hierbei ist der Wirkstoff über eine hydrolytisch oder enzymatisch labile 
Bindung direkt oder über einen Spacer an ein Polymer gekoppelt28. 
 
t = 0 t
Polymerrückgrat Polymerrückgrat
Wirkstoff
hydrolytische oder 
         enzymatische Spaltung
 
 
Abb. 11:  Degradationskontrolliertes Prodrug-Polymer System. Der Wirkstoff wird 
durch hydrolytische oder enzymatische Spaltung freigesetzt. 
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1.2.3. Quellungskontrollierte Systeme 
 
Quellungskontrollierte Systeme beruhen auf der Freisetzung des Wirkstoffes, 
welcher sich gelöst oder dispergiert in einer glasartigen lösemittelfreien Polymer-
matrix befindet, in dem keine signifikante Diffusion des Wirkstoffes stattfindet. Durch 
Penetration des umgebenden Mediums findet ein Quellen der Polymermatrix statt. 
Zusätzlich wird durch die Aufnahme des umgebenden Mediums ein Absenken des 
Glasübergangspunktes der Polymermatrix und eine Relaxation des Polymers 
hervorgerufen. Der Wirkstoff ist dadurch in der Lage, aus dem gequollenen Bereich 
der Polymermatrix in das umgebende Medium zu diffundieren (Abb. 12)29,30. Die 
Diffusion wird durch die Wechselwirkungen zwischen Wirkstoff und Polymermatrix 
bestimmt31. Über eine Vernetzung der Polymermatrix kann die Quellung der Matrix 
und die Diffusion des Wirkstoffes im gequollenen Zustand beeinflusst werden32,33,34. 
Die bekanntesten Vertreter für quellungskontrollierte Systeme sind Poly(2-
hydroxyethylmethacrylat) (PHEMA)35,36, Polyvinylalkohol (PVAl)37,38, Poly(N-vinyl-2-
pyrolidon) (PNVP)39, Polyethylenglycol) (PEG)40,41 und ihre Copolymere. 
 
gelöster  Wirkstoff
in  Polymer
t = 0 t
gequollene Polymermatrix,
die den Wirkstoff freisetzt
 
Abb. 12: Idealisiertes quellungskontrolliertes System 
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1.2.4. Anwendungsgebiete kontrollierter Freisetzung 
 
Wirkstofffreisetzungssysteme (Drug Delivery Systems, DDS) kommen gegenwärtig 
vielfältig zur Anwendung. So sind kontrollierte Freisetzungssysteme für 
therapeutische Wirkstoffe sowie für Pestizide, Herbizide, Pheromone, Molluscizide 
und anti-fouling Wirkstoffe Gegenstand vieler Untersuchungen im Bereich der 
Medizin, Landwirtschaft42,43 und Veterinärmedizin44,45,46. Die Vorteile, die sich aus der 
klinischen Anwendung kontrollierter Wirkstofffreisetzungssysteme ergeben, können 
weitgehend auf technische, nicht pharmazeutische Produkte übertragen werden. Sie 
finden z.B. zur Unterstützung der Bioverträglichkeit von Implantatmaterialien47 oder 
im Bereich des Tissue Engineering48 sowie in der Biotechnologie Anwendung49. 
Kontrollierte Wirkstofffreisetzungssysteme ermöglichen eine konstante 
Wirkstoffkonzentration innerhalb des therapeutischen Konzentrationsfensters. 
Schädliche Nebenwirkungen bei der systemischen Gabe können durch die 
Anwendung polymerer Wirkstoffdepots, die den Wirkstoff lokal abgeben50, reduziert 
oder gar eliminiert werden. Stoffe mit einer geringen in vivo Stabilität z.B. Plasmid 
können durch Wirkstofffreisetzungssysteme stabilisiert bzw. vor Degradation und 
Metabolismus geschützt werden und können hierdurch für therapeutische 
Anwendungen zugänglich gemacht werden51, 52, 53. 
 
Im Bereich der Biomaterialien nimmt das Bereitstellen von Wirkstoffen an Bedeutung 
zu54. Die Kombination beispielsweise von Gerüststrukturen, sogenannten Scaffolds, 
für das Tissue Engineering mit Wirkstoffen ist eine Strategie, die sich in zahlreichen 
Publikationen niederschlägt. Als Tissue Engineering bezeichnet man ein Konzept, 
das die Regenerierung von Gewebestrukturen mit Hilfe von maßgeschneiderten 
Zellen auf synthetischen Gerüststrukturen ermöglicht55,56. Der zunehmende Mangel 
an Spenderorganen und die damit verbundenen Komplikationen sind die treibende 
Kraft für das Tissue Engineering. Neben den Zellen und einer entsprechenden 
Zellträgerstruktur zum Wiederherstellen eines defekten Gewebes spielen Botenstoffe 
wie Wachstumsfaktoren eine entscheidende Rolle. Es ist bekannt, dass die 
extrazelluläre Matrix (ECM) nicht ausschließlich für den physikalischen 
Zusammenhalt des Zellverbundes verantwortlich ist, sondern auch entscheidenden 
Einfluss auf die Zellproliferation und -differenzierung bzw. Morphogenese hat. 
Idealerweise wird die künstliche Stützstruktur nach der Regeneration des Defektes 
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durch Aufbau einer neuen ECM nicht mehr benötigt und stellt in manchen Fällen eine 
Behinderung dar. Resorbierbare Materialien, die vom Organismus abgebaut oder 
umgebaut werden, werden daher zum Aufbau von Scaffolds bevorzugt. Eine 
Auswahl an Materialien ist in Tab. 2 aufgeführt. Wirkstoffe, welche adsorptiv bzw. 
kovalent an das Scaffold gebunden sind oder kontinuierlich aus einen Depot 
freigesetzt werden und ihre biologische Aktivität über einen größeren Zeitraum 
entfalten, gehören zum Stand der Technik. Die kontinuierliche Freisetzung aus einem 
entsprechenden Wirkstoffdepot eröffnet insbesondere bei Wirkstoffen, die eine kurze 
biologische Halbwertszeit besitzen, gezielte Vorteile in der Zellkultur. Viele kritische 
Phänomene der Zellkultur z.B. das Zellmuster, die Zellproliferation und –aggregation 
sowie die Genexpression werden durch Signalproteine beeinflusst. Die Verfügbarkeit 
und Differenzierung, die Regeneration oder der Ersatz einzelner Zellen, die 
Zellteilung und Regulierung stellen Hauptforschungsziele dar57. 
 
Tab. 2: Resorbierbare Scaffoldmaterialien für das Tissue Engineering58 
Material Beispiele 
Natürliche Polymere Fibrin, Collagen59, Gelatine60, Alginate61, Hyaluronate62 
 
Synthetische Polymere Polylactide63,64,, Polyglycolid, Lactid-Glycolid-
Copolymere65,66, Lactid-Ethylenoxid/Propylenoxid-
Blockcopolymere 
 
Anorganische Träger Tricalciumphosphat67, Calciumcarbonat68, Hydroxyl-
apatit69 
 
Zur Unterstützung des Zellwachstums auf den Scaffoldmaterialien werden 
Signalmoleküle z.B. Wachstumsfaktoren benötigt, die eine Zellproliferation fördern 
oder inhibieren. Als Wachstumsfaktoren bezeichnet man eine Klasse von Proteinen, 
die an Zellrezeptoren binden und dabei stimulierende Wirkung auf die DNA-
Synthese, Proliferation und Differenzierung der Zellen haben70. 
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Das Ausrüsten von Implantatmaterialien mit biologisch aktiven Substanzen zur 
Verbesserung der Biokompatibilität veranschaulicht die Entwicklung des reinen 
passiven Implantatmaterials zum aktiven Implantat, das mit dem umliegenden 
Gewebe oder der Gewebeflüssigkeit in Wechselwirkung tritt. Eine Übersicht über 
verschiedener Implantate, die mit Wirkstoffen kombiniert werden, wird in Tab. 3 
gegeben. Die Kombination von biologisch aktiven Substanzen mit Biomaterialien 
zum Verhindern implantatbedingter Infektionen ist weit verbreitet. 
 
 
Tab. 3: Beispiele kontrollierter Freisetzung biologisch aktiver Substanzen zur 
Verbesserung von Medizinprodukten 71 
Medizinprodukt Ziele  
Synthetische Arterien Verbesserte Biokompatibilität, verminderte Stenose, 
Infektionsresistenz 
 
Katheter Erhöhte Blutverträglichkeit, Infektionsresistenz 
 
Hüftgelenksendoprothesen
Dentalimplantate, Fixateure 
 
Osteointegration, Infektionsresistenz 
Herzklappen 
Künstliche Herzen 
 
Erhöhte Blutverträglichkeit, Infektionsresistenz 
Intraokulare Implantate 
 
Infektionsresistenz, verminderte Hyperproliferation 
Koronarstents 
 
Verminderte Stenose  
Wundauflagen Verbessertes Wundmilieu, Reduzierung von Infektionen
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1.3. Polymere für Wirkstofffreisetzungssysteme 
 
Polymere haben im vergangenen Jahrhundert die pharmazeutische Technologie 
entscheidend beeinflusst. So sind Polymere als Trägermaterial oder polymere 
Hilfsstoffe im Bereich der Wirkstofffreisetzung unverzichtbar. Eine Einteilung der 
Polymere für Wirkstofffreisetzungssysteme wird durch die ihnen eigene Vielfalt 
erschwert. Die ersten Polymere, die für Wirkstofffreisetzungssysteme Anwendung 
fanden, wurden ursprünglich für einen anderen nicht biologischen Einsatz entwickelt 
und aufgrund der gewünschten physikalischen Eigenschaften ausgesucht. Beispiele 
hierfür sind in Tab. 4 aufgelistet. 
 
 
Tab. 4: Polymere, die wegen ihrer physikalischen Eigenschaften für 
Wirkstofffreisetzungssysteme Anwendung gefunden haben 
Polymer  Physikalische Eigenschaft 
Polyurethane Elastizität 
Polysiloxane oder Silikone Elektrisch isolierende Eigenschaften 
Poly(methylmethacrylat) Mechanische Festigkeit und Transparenz 
Poly(vinylalcohol) Hydrophilie und Festigkeit 
Poly(ethylene) Zähigkeit und mangelndes Quellvermögen
Poly(vinyl pyrrolidone) Suspensionsstabilisator 
 
Neben natürlichen und modifizierten natürlichen Polymeren stehen synthetische 
Polymere zur Verfügung. Neben der Zuordnung der Polymere zu den einzelnen 
Freisetzungssystemen ist eine weit verbreitete Unterteilung die Einteilung in 
resorbierbare und nicht-resorbierbare Polymere. 
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1.3.1. Resorbierbare Polymere für Wirkstofffreisetzungssysteme 
 
Unter resorbierbaren Polymeren für Wirkstofffreisetzungssysteme versteht man 
biokompatible Polymere, die sich z.B. nach subkutaner bzw. intramuskulärer 
Applikation unter den im Organismus vorherrschenden Bedingungen hydrolytisch 
und/oder enzymatisch abbauen, und deren Abbauprodukte ausgeschieden oder in 
den Stoffwechsel einbezogen werden. Die Begriffe resorbierbar, degradierbar sowie 
absorbierbar werden in der Literatur oft synonym verwendet. 
Innerhalb der resorbierbaren Polymere kann zusätzlich zwischen der Oberflächen- 
und der Bulkdegradation unterschieden werden. Hierbei handelt es sich um zwei 
Extreme des physikalischen Phänomens der Erosion. Im Allgemeinen liegen beide 
Arten nebeneinander vor. Faktoren wie strukturelle, chemische und 
verarbeitungsbedingte Eigenschaften, die das Abbauverhalten der Polymere 
beeinflussen, sind: 
 
- die chemische Struktur und Zusammensetzung 
- die Verteilung der Wiederholungseinheiten in einem Copolymer 
- die Anwesenheit ionischer Gruppen 
- die Anwesenheit von Kettendefekten  
- die Konfiguration 
- das mittlere Molekulargewicht und die Molekulargewichtsverteilung 
- die Morphologie (amorphe/semikristalline, mikrostrukturelle) 
- Restspannungen 
- die Anwesenheit von niedermolekularen Zusätzen 
- die Prozessbedingungen, wie Tempern und Sterilisation 
- die Lagerung 
- die Form 
- der Anwendungsort 
- die adsorbierten und absorbierten Substanzen (Wasser, Lipide, Ionen, etc.). 
- die physikochemische Faktoren (Ionenaustausch, Ionenstärke, pH).  
- der Mechanismus der Hydrolyse (enzymatisch, nicht-enzymatisch). 
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Eine Zahl verschiedener hydrolyselabiler Bindungen kann für die Synthese 
resorbierbarer Polymere herangezogen werden. Auf der Grundlage bekannter 
Hydrolysedaten niedermolekularer Analoge kann unter neutralen Bedingungen 
folgende Reihung vorgenommen werden. 
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Diese Reihung ist jedoch abhängig von der Morphologie und den Substituenten der 
zu hydrolisierenden Gruppe, die die Hydrolysegeschwindigkeit deutlich beein-
flussen72 können. 
 
 
 
1.3.2. Polylactide und Polyglycolid 
 
Unter den verwendeten resorbierbaren Polymeren besitzen Homo- und Copolymere 
der Milch- bzw. der Glycolsäure besonderes Interesse. Sie gehören zu den meist-
untersuchten synthetischen abbaubaren Polymeren73. Polylactid (PLA) und -glycolid 
(PGA) sind aliphatische Polyester und gehören zu den Poly(α-hydroxy-säuren). 
Polylactide sind im Vergleich zu Polyglycolid, dem einfachsten aliphatischen 
Polyester, hydrophober. Milchsäure besitzt im Gegensatz zur Glycolsäure am α-C-
Atom eine Methylgruppe und liegt in zwei enantiomeren Formen als D-Lactid und L-
Lactid vor. Während enantiomerenreines Poly(D-lactid) bzw. Poly(L-lactid) kristalline 
Bereiche aufweist, ist das racemische Poly(D,L-lactid) amorph und hierdurch 
zugänglicher für den hydrolytischen Abbau. 
Einleitung   21 
Die Herstellung erfolgt in der Regel durch eine katalysierte Ringöffnungs-
polymerisation in der Schmelze bei Temperaturen von 140 bis 180°C (Abb. 13). 
 
Durch Variation der Lactid- und Glycolidanteile können PLA/PGA-Copolymere mit 
unterschiedlichen physikalischen und mechanischen Eigenschaften hergestellt 
werden. Abbauversuche zeigen, dass die Abbauzeit vom Copolymerverhältnis 
abhängt. Copolymere mit einem Anteil von 24 bis 67mol% Glycolsäure sind amorph. 
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Abb. 13: Herstellung linearer Polylactid-co-glycolide durch katalysierte 
Ringöffnungspolymerisation 
 
 
Seit den 60er Jahren wird lineares Polylactid und Polyglycolid sowie deren 
Copolymer in der Medizin in Form von Nahtmaterial eingesetzt. Diese zeichnen sich 
durch ihre guten mechanischen Eigenschaften, geringe Immunogenität und Toxizität, 
exzellente Biokompatibilität und vorhersehbaren Abbau aus74. Erstmals wurde 1967 
in den USA ein Patent75 zur Herstellung resorbierbarer Nahtmaterialien auf der Basis 
von Polylactiden angemeldet. Unter dem Handelsnamen Dexon® sind seit 1970 
Polyglycolid-Nahtmaterialien bzw. unter dem Namen Vicryl® seit 1975 Poly(lactid-co-
glycolid)-Nahtmaterialien im Handel76. Die weitverbreitete Akzeptanz von 
Polylactiden, –glycoliden und deren Copolymeren als resorbierbares Nahtmaterial 
sowie die Zulassung der U.S. amerikanischen Zulassungsbehörde FDA (Food and 
Drug Administration) als Biomaterial machte sie für weitere Anwendungen in der 
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Medizintechnik in Form künstlicher Bänder, chirurgischer Auflagen, Gefäßimplantate, 
Knochennägeln, Scaffolds und vor allem für Wirkstofffreisetzungssysteme 
interessant. 
Über die Anwendung von Polylactiden zur parenteralen Wirkstofffreisetzung wurde 
1971 erstmals berichtet77. Seither gibt es eine Flut von Publikationen, die über 
Wirkstofffreisetzungssysteme auf Polylactidbasis berichten. Dabei wurden 
Polymerfilme, Implantate, Pellets, Kapseln und Sphären mit verschiedenen 
Wirkstoffklassen kombiniert und untersucht. 
 
Als Beispiel einer im Handel befindlichen Arzneiform auf Polylactidbasis kann das 
von ICI (1989) hergestellte Präparat Zoladex® genannt werden, das den Wirkstoff 
Goserelin aus einem Poly(lactid-co-glycolid) 95:5 Formling über Wochen zur 
Behandlung sexualhormonabhängiger Tumore, z.B. Prostatakarzinome, freisetzt. 
Weitere Beispiele sind Decapeptyl®Depot (Ferring Arzneimittel) oder 
Enantone Depot® (Takeda/ Grünenthal), die aus Poly(lactid-co-glycolid)-
Mikrosphären den Wirkstoff freisetzen. 
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1.3.3. Nichtresorbierbare Freisetzungssysteme 
 
Viele Polymere, die heute klinisch zum Einsatz kommen, wurden ursprünglich für 
andere Anwendungen entwickelt. Der klinische Einsatz von synthetischen Polymeren 
begann in den 60er Jahren in Form von sterilen Einwegartikeln, wie Spritzen und 
Kathetern und führte zu einer signifikanten Reduzierung von Infektionen. Ihr Einsatz 
umfasst heutzutage u.a.: 
 
- Langzeit- und Kurzzeitimplantate, z.B. künstliche Blutgefäße und 
Herzklappen, Katheter und Nahtmaterialien; 
- neue Technologien für in vitro Gewebekulturen (Tissue Engineering); 
- Separation von Blutbestandteilen; 
- kontrollierte therapeutische Wirkstofffreisetzungssysteme. 
 
Eine Auswahl von medizinisch eingesetzten, synthetischen Polymeren mit 
Anwendungsbeispielen ist in Tab. 5 und Tab 6 aufgeführt. Im Prinzip sind fast alle 
Polymere zur Herstellung von geschwindigkeitsbestimmenden Membranen für 
kontrollierte therapeutische Wirkstofffreisetzungssysteme, z.B. transdermale 
Systeme, geeignet. Silikonelastomere und Poly(ethylen-co-vinylacetat) sind Beispiele 
für weitverbreitete Polymere zur Herstellung von Wirkstofffreisetzungssystemen. 
 
Tab. 5: Nichtresorbierbare Wirkstofffreisetzungssysteme78 
 
Applikation Produktname Polymer 
Nicotin-Pflaster NiQuitin®, GlaxoSmithKline Polyethylen 
Schmerztherapie Durogsetic®, Jansen Cilag Poly(ethylen-co-vinylacetat) 
Kontrazeptiva Impalon®, Organon Poly(ethylen-co-vinylacetat) 
Kontrazeptiva Mirena®, Schering Polydimethylsiloxan 
Reisekrankheit Scopoderm TTS®, Norvatis  Polypropylen 
 
Bei implantierten, nicht resorbierbaren Systemen ist der entscheidende Nachteil die 
Notwendigkeit eines Eingriffes zum Entfernen, nachdem der Wirkstoff vollständig 
freigesetzt wurde. 
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Tab. 6: Auswahl von medizinisch eingesetzten, synthetischen Polymerem mit ihren 
Anwendungsbeispielen3 
 
Polymer Anwendung 
Polyethylen (PE) Gelenkpfanne für Hüftgelenksendoprothese, künstliche 
Knieprothese, Sehnen- und Bandersatz, Spritzen, 
Katheterschläuche, Verpackungsmaterial 
Polypropylen (PP) Komponenten für Blutoxygeneratoren und Nierendialyse, 
Fingergelenk-Prothesen, Herzklappen, Nahtmaterial, 
Einwegspritzen, Verpackungsmaterial 
Polyethylenterephthalat 
(PET) 
Künstliche Blutgefäße, Sehnen- und Bandersatz, 
Nahtmaterial 
Polyvinylchlorid (PVC) Extrakorporale Blutschläuche, Blutbeutel und Beutel für 
Lösungen für intravenöse Anwendungen, Einwegartikel 
Polycarbonat (PC) Komponenten für Dialysegeräte, unzerbrechliche sterile 
Flaschen, Spritzen, Schläuche, Verpackungsmaterial 
Polyamide (PA) Nahtmaterial, Katheterschläuche, Komponenten für 
Dialysegeräte, Spritzen, Herzmitralklappen 
Polytetrafluorethylen 
(PTFE) 
Gefäßimplantate 
Polymethylmethacrylat 
(PMMA) 
Knochenzement, intraokulare Linsen und harte 
Kontaktlinsen, künstliche Zähne, Zahnfüllmittel 
Polyurethan (PUR) Künstliche Blutgefäße und Blutgefäßbeschichtungen, 
Hautimplantate, künstliche Herzklappen, 
Dialysemembranen, Infusionsschläuche, Schlauchpumpen
Polysiloxane Brustimplantate, künstliche Sehnen, kosmetische 
Chirurgie, künstliche Herzklappen, heißsterilisierbare 
Bluttransfusionsschläuche, Dialyseschläuche, Katheter, 
Schlauchsonden, künstliche Haut, Blasenprothesen,  
Polyhydroxyethylmetha- 
acrylat (PHEMA) 
Kontaktlinsen, Harnblasenkatheter, 
Nahtmaterialbeschichtung 
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1.3.4. Polyvinylalkohol 
 
Polyvinylalkohole (PVAl) gehören zu den sogenannten Hydrogelen und besitzen die 
allgemeine Formel 
*
*
OH OH
n
 
 
 
Die Herstellung ist über ein direktes Polymerisationsverfahren nicht möglich, da das 
dafür notwendige Basismonomere Vinylalkohol nicht existiert. PVAl wird daher über 
polymeranaloge Reaktionen durch Hydrolyse von Polyvinylacetaten (PVAc) 
hergestellt. Handelsüblicher PVAl wird als Pulver oder Granulat mit 
Polymerisationsgraden von ca. 500–2500 angeboten und besitzt Hydrolysegrade von 
98–99% bzw. 87–89 Mol-%. PVAl wird als toxikologisch unbedenklich eingestuft und 
ist biologisch zumindest teilweise abbaubar. PVAl findet in Form von 
Schutzkolloiden, Emulgatoren, Bindemitteln, Schutzhäuten und Klebstoffen, 
Appreturen, Schlichtemitteln, Metall-schutzüberzügen, Salben und Emulsionen, 
wasserlöslichen Beuteln und Ver-packungsfolien, öl-, fett- und treibstoffbeständigen 
Schläuchen und Dichtungen, als Rasiercreme- und Seifenzusatz, Verdickungsmittel 
in pharmazeutischen und kos-metischen Präparaten Anwendung und besitzt 
geeignete Eigenschaften als Biomaterial. In den späten 60er Jahren des 
vergangenen Jahrhunderts wurde für biomedizinische Anwendungen PVAl mit 
Formaldehyd unter Bildung stark poröser Schwämme vernetzt und unter dem Namen 
Ivalon®79 vermarktet. Es wurde intensiv als Gefäßersatz, Gelenkknorpelersatz, 
Stimmbandersatz und als Hilfsstoff für Wirkstofffreisetzungssysteme verwendet80.  
 
PVAl ist bei der Sphärenherstellung als polymerer Emulsionsstabilisator 
weitverbreitet81. An der o/w-Phasengrenze (Abb. 14) wird ein PVAl-Film gebildet. 
Dieser PVAl-Film erschwert das Zusammenstoßen der dispergierten Phase, das zu 
einem Brechen der Emulsion führt. Der Einfluss ist stark vom Hydrolysegrad, dem 
Molekulargewicht und der Konzentration82,83 des PVAl abhängig. 
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Abb. 14: Stabilisierende Wirkung eines polymeren Emulsionsstabilisators am Beispiel 
von PVAl durch Anlagerung an die hydrophile/hydrophobe Phasengrenzfläche der 
Emulsion 
 
 
 
 
1.4. Nano- und Mikrosphären 
 
Eine verlängerte bzw. anhaltende Wirkdauer biologisch aktiver Substanzen kann mit 
Hilfe verschiedener Methoden erreicht werden. So können neben Modifikationen 
(z.B. Prodrugs) Arzneiformen, die Einfluss auf die Diffusionsrate des Wirkstoffes 
nehmen, erfolgreich zu einer Wirkungsverlängerung führen. Im Allgemeinen lässt 
sich jedoch mit konventionellen oralen Arzneiformen eine Freisetzung über 24 h 
hinaus nicht realisieren. Patienten, die eine Langzeittherapie benötigen, können mit 
Hilfe parenteraler Arzneiformen auf Polymerbasis, z.B. Implantaten, behandelt 
werden. Um Unannehmlichkeiten infolge der Einführung größerer Implantate zu 
vermeiden, stellen injizierbare abbaubare Mikro- und Nanosphären geeignete 
Freisetzungssysteme dar. Sie eröffnen proteinogenen Wirkstoffen, die aufgrund 
inhärenter Eigenschaften für eine therapeutische Anwendung mit konventionellen 
Formulierungen nicht zugänglich sind, neue Wege der Anwendung. 
 
Als Nano- bzw. Mikrosphären bezeichnet man kolloidale Partikel mit einem 
Durchmesser von 10 - 1000 nm bzw. 1 - 2000 µm, die im Gegensatz zu Vesikeln aus 
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einer soliden Matrix bestehen. In der Literatur werden Sphären und Partikel häufig 
synonym verwendet. 
 
Potentielle Anwendungsmöglichkeiten dieser Sphären sind84: 
 
- die Geschmacksmaskierung (Fischöle, Alkaloide, Sulfonamidpräparate etc.) 
- die Verbesserung der Wirkstoffstabilität (Lagerstabilität, Zusammensetzung, 
Verdauungssäfte, Körperabwehrreaktionen etc.) 
- die Trockenhandhabung von Flüssigkeiten und weichen klebrigen Stoffen 
(Öle, Duftstoffe, Geschmacksstoffe etc.) 
- die anhaltende kontrollierte Wirkstofffreisetzung 
- die lokale Wirkstofffreisetzung (drug targeting) 
- Austauschreaktionen (Entgiftungen, künstliche Zellen etc.) 
- die Biotechnologie  
- das Tissue Engineering 
 
Zahlreiche Verfahren wurden zur Herstellung von Wirkstoff-enthaltenden Sphären 
auf Polymerbasis entwickelt85. 
 
Im Allgemeinen können diese in 
- das Lösemittel-Emulsions-Evaporations-Verfahren,86, 87, 88, 89, 90, 91 
- das Lösemittel-Emulsions-Extraktions-Verfahren,92, 93 
- das Sprühtrocknungs-Verfahren,94, 95,96, 97, 98 
- das Schmelz-Emulsions-Verfahren,99 
- das „Jet-Cutter“-Verfahren,100 
 
eingeteilt werden können. 
 
Das Emulsions-Evaporations-Verfahren ist das am häufigsten verwendete Verfahren 
zur Herstellung von Nano- und Mikrosphären. Das Verfahren basiert auf der 
Dispersion einer Polymerlösung in einer geeigneten kontinuierlichen Phase und der 
anschließenden Evaporation des Polymerlösemittels. Es sind verschiedene 
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Verfahren bekannt, die auf einer einfachen (o/w)-, (w/o)-, (o/o)-Emulsion bzw. 
komplexen ((w/o)/w)-, ((w/o)/o)- oder ((o/o)/w)-Emulsion basieren. Das 
anzuwendende Verfahren ist vom Polymer und dem Wirkstoff abhängig und 
entscheidet über den Freisetzungsmechanismus z.B. diffusionskontrolliert oder 
degradationskontrolliert. 
 
Das Schema der einfachen Emulsions-Evaporations Methode am Beispiel der 
(o/w)-Emulsions-Evaporations-Methode ist in Abb. 15 dargestellt. Dieses Verfahren 
wurde erstmals Ende der 70iger Jahre zur Herstellung von Progesteron enthaltenden 
Polylactid-Mikrosphären beschrieben101. Bei diesem Verfahren wird das Polymer 
bevorzugt in einem flüchtigen organischen Lösungsmittel wie Methylenchlorid oder 
Chloroform gelöst. Der einzuschließende Wirkstoff wird dann in derselben Lösung 
entweder gelöst oder suspendiert. Die organische Phase wird in einer wässrigen 
Phase, die einen Emulgator enthält und das Polymer nicht löst, emulgiert. Sobald 
sich die (o/w)-Emulsion gebildet hat, wird der Druck verringert, beziehungsweise die 
Temperatur erhöht, um das Verdampfen des leichtflüchtigen Lösemittels aus den 
Mikrotröpfchen herbeizuführen. Durch das Austreten des Lösemittels aus den 
Mikrotröpfchen entstehen feste, den Wirkstoff enthaltende Mikrosphären. Die 
Mikrosphären werden durch Zentrifugieren, Filtrieren oder Dekantieren aus der 
wässrigen Phase isoliert und anschießend gewaschen und gefriergetrocknet. Die 
FDA lässt dabei einen Restgehalt an Methylenchlorid von 500 ppm zu102. 
 
Probleme oder Nachteile, die bei diesem Herstellungsverfahren auftreten können, 
sind die Agglomeration der Mikrosphären sowie der Verlust von einzuschließender 
Substanz an die wässrige Phase. Letzteres ist ein großes Problem, wenn hydrophile 
Substanzen in den Mikrosphären eingeschlossen werden sollen. 
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 Emulgatorlösung
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 Lösemittel + Polymer + Wirkstoff
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Lösemittels und Isolierung
 der Mikrosphären
 
 
Abb. 15: Schematische Darstellung der (o/w)-Emulsions-Evaporations-Methode zur 
Herstellung lipophiler Wirkstoffe enthaltender Mikro- bzw. Nanosphären. 
 
 
Versuche, die Effizienz der einzuschließenden Substanz zu erhöhen, beinhalten:  
 
- die Sättigung der wässrigen Phase mit der einzuschließenden Substanz 
(geeignet für preiswerte Substanzen), 
- das Herabsetzen der Löslichkeit der einzuschließenden Substanz in der 
wässrigen Phase durch Verändern des pH-Wertes der wässrigen Phase 
(saure oder basische organische Arzneistoffe können durch Wahl des pH-
Wertes in die nichtionisierte Form überführt und in ihrer Wasserlöslichkeit 
herabgesetzt werden) oder Temperaturerniedrigung, 
- die Zugabe von Hilfsstoffen, die das Lösevermögen der wässrigen Phase 
reduzieren (Herabsetzen der Hydrophilie der kontinuierlichen Phase durch 
Zugabe eines zweiten Lösemittels oder Zugabe von Salzen, welche die 
Löslichkeit der Substanz in der wässrigen Phase herabsetzen). 
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Neben den angeführten Methoden zur Verbesserung der Effizienz kann auch auf 
andere Verfahren zurückgegriffen werden. Das (w/o)-Emulsionsverfahren stellt dabei 
eine Alternative dar. Hierbei werden wasserlösliche Polymere z.B. Polyvinylalkohol 
(PVAl) oder Gelatine verwendet, die in einer organischen kontinuierlichen Phase 
emulgiert werden. Im Gegensatz zur (o/w)-Emulsion, bei dem leichtflüchtige 
organische Lösemittel verwendet werden, wird in der Regel die dispergierte wässrige 
Phase durch Exktraktion entfernt. 
 
Steht jedoch kein geeignetes (w/o)-Emulsionssystem zur Verfügung, können 
hydrophile Substanzen mit Hilfe der komplexen ((w1/o)/w2)-Emulsions-Evaporations-
Methode in Sphären eingeschlossen werden (Abb. 16). Bei diesem Verfahren wird 
eine wässrige Wirkstofflösung in einem organischen, das Polymer enthaltenden 
Lösemittel unter Ausbildung einer (w1/o)-Primäremulsion dispergiert. Diese (w1/o)-
Primäremulsion wird im Anschluss analog zur (o/w)-Emulsions-Evaporations-
Methode in einer wässrigen Emulgatorlösung unter Bildung einer komplexen 
((w1/o)/w2)-Emulsion emulgiert. Durch Entfernen der organischen Phase entstehen 
feste Mikrosphären, die Kavitäten und den hydrophilen Wirkstoff enthalten. Die 
innere Struktur der Mikrosphären kann je nach Prozessparametern von einer soliden 
Matrix mit einzelnen isolierten Kavitäten bis hin zu einer durchgehenden 
schwammartigen porösen Matrix eingestellt werden. Die Mikrosphären werden durch 
Zentrifugieren, Filtrieren oder Dekantieren aus der wässrigen Phase isoliert und 
anschließend gewaschen und gefriergetrocknet. 
 
Neben den einzelnen w1:o- bzw. o:w2-Phasenverhältnissen wird die Mikrosphären-
struktur der mittels ((w1/o)/w2)-Emulsions-Evaporations-Methode hergestellten 
Sphären entscheidend von Faktoren, die Einfluss auf die Stabilität der (w1/o)-Pirmär-
emulsion haben, bestimmt. Die Stabilität wird entscheidend von 3,4: 
 
- dem Verteilungsgrad der inneren wässrigen w1-Phase 
- den Scherkräften z.B. Rührgeschwindigkeiten 
- den verwendeten Hilfsstoffen (z.B. Tenside mit HLB < 10) 
- dem verwendeten Polymer, dem Molekulargewicht des Polymers und der 
verwendeten Polymerkonzentration 
- dem organischen Lösungsmittel oder Lösungsmittelgemisch 
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- der Löslichkeit des organischen Lösungsmittels in der wässrigen äußeren 
Phase (w2) (Das Lösungsmittel darf sich nur geringfügig in der wässrigen 
Phase lösen und nicht zu schnell verdampfen, da sonst unregelmäßig 
geformte Mikrosphären entstehen) 
- den Prozesstemperaturen 
- dem verwendeten Prozessdruck 
- den Eigenschaften der einzuschließenden Substanz, ihrer Löslichkeit in der 
organischen und wässrigen Phase, ihrer Stabilität in den verwendeten 
Lösungsmitteln sowie den angewandten Scherkräften 
 
beeinflusst. 
 
Entfernen des organischen 
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Abb. 16: Schematische Darstellung der ((w/o)/w)-Emulsions-Evaporations-Methode 
zur Herstellung hydrophile Wirkstoffe enthaltender Mikro- bzw. Nanosphären. 
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Diese Herstellungsverfahren haben viele Vorteile, da sie eine schnelle 
reproduzierbare Methode zur Gewinnung sphärischer Partikel verschiedener Größe 
(Nano- bzw. Mikro-Maßstab) und enger Größenverteilung darstellen. Dabei lassen 
sich die Freisetzungseigenschaften durch Veränderung der Herstellungsbe-
dingungen leicht beeinflussen. 
 
 
Eine Übersicht über verschiedener Parameter und die damit verbundenen Einflüsse 
auf die Sphärenmorphologie und das Freisetzungsverhalten ist in Tab. 7 zusammen-
gefasst. 
 
 
Tab. 7: Übersicht über verschiedene Prozessparameter der Emulsions-Evaporations-
Methode zur Herstellung Wirkstoff enthaltender Mikrosphären auf das 
Freisetzungsverhalten 
 
Parameter Einfluss 
 
Polymer 
- resorbierbar, 
nicht-resorbierbar 
 
 
Das Polymer bestimmt zusammen mit dem Wirkstoff das 
anzuwendende Verfahren und entscheidet über den 
Freisetzungsmechanismus (diffusionskontrolliert, degra-
dationskontrolliert etc.). 
 
- Hydrophilie, 
Hydrophobie 
Hydrophile bzw. hydrophobe Wechselwirkungen des 
Polymers mit dem Wirkstoff sowie sein Quellvermögen im 
Freisetzungsmedium beeinflussen den Diffusions-
koeffizienten des Wirkstoffes und die damit verbundene 
Freisetzung des Wirkstoffes; bei resorbierbaren Polymeren 
nimmt bei zunehmenden hydrophoben Charakter die 
Hydrolysegeschwindikeit ab. 
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Parameter Einfluss 
- Molekulargewicht Die Abhängigkeit der Viskosität der Polymerlösung wirkt 
sich auf die Sphärengrößenverteilung, den Wirkstoffgehalt 
und das Abbauverhalten resorbierbarer Systeme aus. 
Die Verminderung der Löslichkeit des Polymers mit 
Zunahme des Molekulargewichts in der dispergierten 
Phase kann zu einer porösen Oberfläche durch ein 
beschleunigtes Ausfällen führen. 
 
- Konzentration Eine Zunahme der Polymerkonzentration in der 
dispergierten Phase ist mit einer Vergrößerung der 
mittleren Sphärengröße verbunden und einer verbesserten 
Effizienz in Bezug auf den Wirkstoffgehalt. 
 
Wirkstoff  
- Einwaage Der Wirkstoffgehalt und das Freisetzungsverhalten der 
Sphären ist abhängig von der eingesetzten Wirkstoff-
menge. 
 
- Hydrophilie, 
Hydrophobie 
Durch zunehmende Wechselwirkung mit der 
Polymermatrix kann die Freisetzungsgeschwindigkeit 
deutlich abnehmen. 
Der hydrophile/hydrophobe Charakter des Wirkstoffes 
kann auf die Stabilität der (w1/o)-Primäremulsion der 
komplexen ((w1/o)/w2)-Emulsions-Verfahren einen Einfluss 
haben. 
Eine abnehmende Löslichkeit des Wirkstoffes in der 
äußeren kontinuierlichen Phase führt zur Zunahme des 
Wirkstoffgehalts und der Effizienz der Verkapselung in 
Bezug auf die eingesetzte Wirkstoffmenge. 
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Parameter Einfluss 
Phasen  
 w1-Phase Die Eigenschaften der dispergierten inneren w1-Phase 
wirken sich auf die Stabilität der (w1/o)-Primäremulsion des 
komplexen ((w1/o)/w2)-Emulsions-Verfahrens und den 
Wirkstoffgehalt der Mikrosphären aus. 
 
 o-Phase Die Auswahl der dispergierten Phase hat Einfluss auf den 
Wirkstoffgehalt103, die Erhärtungsgeschwindigkeit, die 
Sphärengrößenverteilung, sowie die Emulsionsstabilität 
der dispergierten inneren w1-Phase des komplexen 
((w1/o)/w2)-Emulsions-Verfahrens. 
Bei proteinischen Wirkstoffen kann die hydrophobe 
Grenzfläche zur Denaturierung oder Agglomeration des 
Wirkstoffes und einen damit verbundenen Aktivitätsverlust 
führen. 
Phasen  
 w2-Phase Die Viskosität und Dichte haben Einfluss auf die 
Sphärengrößenverteilung. 
Das Lösungsvermögen der w2-Phase wirkt sich auf den 
Wirkstoffgehalt der Sphären aus. 
 w1:o - 
 Phasenverhältnis 
Die Stabilität und der Emulsionstyp wird durch das 
Phasenverhältnis der (w1/o)-Primäremulsion der 
komplexen ((w1/o)/w2)-Emulsions-Verfahrens entscheidend 
bestimmt und wirkt sich auf den Wirkstoffgehalt aus. 
Die innere Struktur der Mikrosphärenmatrix des ((w1/o)/w2)-
Emulsions-Verfahrens ist abhängig vom Phasenverhältnis 
und erhöht bei zunehmender Porosität der 
Mikrosphärenmatrix die Freisetzungsgeschwindigkeit.
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Parameter Einfluss 
 o:w2 – 
 Phasenverhältnis 
Die Erhärtungsgeschwindigkeit nimmt mit zunehmender 
partieller Mischbarkeit der o-Phase in der äußeren Phase 
zu und kann zu ungleichmäßigen und porösen 
Mikrosphären führen, die sich auf den Wirkstoffgehalt 
auswirken. 
Tenside, Emulgatoren  
- Typ 
- Konzentration 
Der HLB-Wert (Hydrophilic-Lipophilic-Balance) der 
Tenside bzw. Emulgatoren nimmt Einfluss auf den 
Emulsionstyp und die Stabilität der einzelnen 
Emulsionstypen. 
Die Konzentration und der Typ der Tenside bzw. 
Emulgatoren bestimmt die Sphärengrößenverteilung. 
Die Löslichkeit des Wirkstoffes in der w-Phase kann durch 
Tenside bzw. Emulgatoren ermöglicht werden und führt zu 
einer Abnahme des Wirkstoffgehaltes der Mikrosphären. 
Scherkraft Die Sphärengrößenverteilung wird durch die Scherkräfte 
maßgeblich bestimmt. 
Einwirkungen hoher Scherkräfte auf labile Wirkstoffe 
können zum Verlust der biologischen Aktivität führen z.B. 
bei Proteinen durch Agglomeration oder Denaturierung 
Temperatur Die Prozesstemperatur nimmt direkten Einfluss auf die 
Stabilität der Emulsion, darüber hinaus kann eine 
Blasenbildung innerhalb der o-Phase durch Sieden des 
Polymerlösemittels zu Rissen und Löchern in den 
Sphärenwänden führen104. 
Die Wirkstofflöslichkeit in der w-Phase kann mit der 
Temperatur variieren und nimmt Einfluss auf den 
Wirkstoffgehalt der Sphären. 
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Parameter Einfluss 
Druck Der Prozessdruck hat Einfluss auf Erhärtungs-
geschwindigkeit und die Porosität der Mikrosphären. 
pH-Wert Die Wirkstofflöslichkeit kann durch den pH-Wert in der 
kontinuierlichen w-Phase bestimmt werden. 
Hilfsstoffe Durch die Verwendung von Hilfsstoffen können Poren in 
der Matrix erzeugt werden, die auf das 
Freisetzungsverhalten Einfluss nehmen, oder eine 
Erhöhung des osmotischen Drucks herbeiführen. 
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1.5. Wirkstoffe 
1.5.1. Niedermolekulare Wirkstoffe 
 
Die 8550 Arzneistoffe der Roten Liste 1989 teilen sich in 6420 chemisch definierte 
Präparate, ca. 1040 Präparate pflanzlicher Herkunft, sogenannte Phytotherapeutika, 
ca. 500 Präparate aus Organextrakten tierischer Herkunft, sogenannte Organ-
präparate, und 590 homöopathische Präparate auf. Überwiegend handelt es sich 
dabei um kleine niedermolekulare Stoffe. 
 
1.5.2. Peptide, Proteine und Enzyme 
 
Die Wirkstoffklasse der Peptide, Proteine und Enzyme hat infolge rekombinanter 
DNA Technologie vermehrt als therapeutischer Wirkstoff in der Medizin an 
Bedeutung gewonnen. Rekombinante Impfstoffe, Hormone und Wachstumsfaktoren 
und eine ganze Sammlung von Proteinen können hierfür als Beispiele genannt 
werden und gehören mittlerweile zu den umsatzstärksten Pharmaprodukten. 
Rekombinante Proteine finden im Bereich der Blutgerinnung, des Immunsystems 
oder der Krebstherapie Anwendung. In Deutschland sind gegenwärtig über 60 
verschiedene gentechnisch hergestellte Proteine als Wirkstoffe zugelassen105. Ihre 
biologische Aktivität ist jedoch von der entsprechenden Bioverfügbarkeit abhängig. 
Die kontrollierte Freisetzung auch großer hochmolekularer Proteine bzw. Enzyme 
aus biokompatiblen Polymeren eröffnet dieser Wirkstoffklasse neue Möglichkeiten. 
 
Im Gegensatz zu niedermolekularen Wirkstoffen besitzen Proteine und Enzyme 
große globuläre Strukturen mit einer komplexen internen Architektur, die ihre 
einzigartige biologische Aktivität bestimmt. Sie besitzen zahlreiche chemisch reaktive 
Bereiche als auch chemisch labile Bindungen. Die Proteinstabilität ist eine 
entscheidender Faktor bei der Formulierung von Arzneiformen zur kontrollierten 
Freisetzung von Proteinen. Chemische und physikalische Prozesse bei der 
Herstellung von Wirkstofffreisetzungssystemen, die zum Beispiel bei der Herstellung 
von Wirkstoff-enthaltenden Mikro- und Nanosphären auftreten, haben Einfluss auf 
die Proteinstabilität und biologische Aktivität. Neben chemischen Modifizierungen, 
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die zur Verminderung oder gar zum Verlust der Aktivität führen, können 
physikalische Prozesse Einfluss auf die Tertiärstruktur haben und zur Agglomeration, 
Denaturierung bzw. Ausfällung des Proteins führen. 
 
Eine Übersicht über verschiedene Faktoren, welche die biologische Aktivität von 
Proteinen und Enzymen beeinflussen, ist in Abb. 17 dargestellt und muss bei der 
Herstellung von Protein- und Enzym-enthaltenden Mikrosphären berücksichtigt 
werden. 
 
Lyophilisierung
pH
Scherkräfte
Temperatur
Scherart
Hydrophile/hydrophobe
Oberflächen
Salze
Organische
Lösemittel
Polymer
Feuchtigkeit
 
 
Abb. 17: Übersicht über unterschiedliche Faktoren, die Einfluss auf die Nativität von 
Proteinen und Enzymen haben106. 
 
Der pH-Wert, die Anwesenheit von Stabilisatoren in Form von Aminosäuren, 
Zuckern, Tensiden oder Polyolen, die zum Beispiel zur Gefriertrocknung verwendet 
werden, und der Restwassergehalt der Proteine haben direkten Einfluss auf die 
Nativität der Proteine, wenn diese organischen Lösemitteln ausgesetzt werden. 
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Werden wässrige Proteinlösungen organischen Lösemitteln zugefügt, so kann die 
Diffusion des organischen Lösemittels in die wässrige Phase zur Denaturierung und 
Agglomeration des Proteins herbeiführen. 
 
Die Herstellung von Protein-enthaltenden Mikrosphären mittels Emulsionsverfahren 
besteht aus verschiedenen Arbeitsschritten, die das Dispergieren zweier miteinander 
nicht mischbarer Phasen beinhaltet. Typische Methoden zur Erzeugung von 
Emulsionen sind einfaches Mischen (Vortex), Homogenisieren (Ultraturrax) und 
Ultraschallbehandlung. Die herbeigeführte Vergrößerung der hydrophilen/hydro-
phoben Grenzflächen sowie die angewendeten Scherkräfte können die Nativität der 
Proteine stark beeinträchtigen und zum Verlust der biologischen Aktivität führen. Bei 
der Herstellung Protein-enthaltender Mikrosphären müssen die Parameter, so 
gewählt werden, dass ein größtmöglicher Erhalt der Nativität des Proteins 
gewährleistet ist. 
 
 
1.5.3. Thrombin 
 
Die Ende des 19. Jahrhunderts durch den Physiologen Buchanan postulierte 
Existenz eines Moleküls, das er als Thrombin bezeichnete, und das für die 
Blutgerinnung verantwortlich ist (Abb. 18), wurde 1951 durch seine Isolierung 
bestätigt. Thrombin (Mw ca. 39000) gehört zu der Klasse der Serin-Proteasen und 
besitzt annähernd sphärische Ausmaße. Es ist in Form seines Zymogens 
Prothrombin im normalen Blut mit einer Konzentration von 70 mg pro Liter enthalten. 
Thrombin besteht aus zwei Peptid-Ketten, A und B, mit 49 bzw. 259 Aminosäuren, 
die über eine Disulfid-Brücke zwischen L-Cystein-Resten an den Positionen  22 in 
der A- und 122 in der B-Kette miteinander verbunden sind. Es bildet einen wichtigen 
Faktor (IIa) bei der Blutgerinnung, indem es das lösliche Fibrinogen an zwei 
spezifischen Arginin-Glycin-Sequenzen unter Bildung der Fibrinopeptide A und B und 
vom Fibrin-Monomer spaltet, das seinerseits leicht zu einem unlöslichen Fibrin-
Gerinnsel polymerisiert.  
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Abb. 18: Ablauf der Gerinnungskaskade 
 
 
Thrombin besitzt im Serum durch die schnelle Anbindung an Inhibitoren wie 
Antithrombin, α2-Makroglobulin, Heparin Cofaktor II, Protease Mexin-1 und 
α1-Anti-Trypsin eine Halbwertzeit von wenigen Minuten107. Zusätzlich stellen 
Thrombomodulin und Protein S effektive Thrombininhibitoren dar. Thrombin bindet 
an der Endothellzelloberfläche an Thrombomodulin und aktiviert dabei Protein C, das 
zusammen mit Protein S die Faktoren Va und VIIIa inaktiviert und eine weitere 
Thrombin Aktivierung verhindert. Neben seiner zentralen Rolle in der 
Gerinnungskaskade besitzt Thrombin weitere Rezeptor-induzierte Zelleffekte, die 
eine Rolle in der Gerinnung, Entzündung und Wundheilung spielen (Abb. 19). 
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Abb. 19: Zelluläre Effekte von Thrombin 
 
In der Medizin ist Thrombin hilfreich bei der Behandlungen akuter Blutungen. Es wird 
oral bei gastrischen Blutungen verabreicht. Thrombinhaltige  Arzneimittel bzw. 
Medizinprodukte werden als Gewebekleber, z.B. Beriplast®, Tissuecol®, bzw. als 
Wundauflage, z.B. TachoComb®, verwendet. 
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1.5.4. Insulin 
 
Erste Zusammenhänge zwischen Diabetes und gestörter Pankreasfunktion wurden 
bereits von Cowley 1788 beobachtetet. Ein Jahrhundert später bestätigten Mehring 
und Minkowski durch Exstirpations-Experimente am Pankreas diesen 
Zusammenhang. Die 1869 von Langerhans entdeckten Inselzellen wurden 1900 
durch Schulze und durch Ssobolew als Entstehungsort des gesuchten Stoffes 
erkannt, der 1905 von Meyer „Insulin“ genannt wurde. Insulin gehört zu den 
Eiweißhormonen der Bauchspeicheldrüse und ist in der Natur weit verbreitet. Es 
findet sich in allen Wirbeltieren einschließlich Fischen und selbst in Seesternen, 
Würmern und Einzellern wieder. Die weitere Entwicklung führt über Banting und 
Best, die unter Mitwirkung von Collip ein erstes Insulin-Präparat 1920 entwickelten. 
Die erste Reindarstellung von Insulin wurde 1926 durch Abel erreicht und seine 
Konstitutions-Formel 1955 von Sanger bestimmt. Unabhängig von einander gelang 
Zahn, Katsoyannis und Kung mit ihren Arbeitsgruppen zwischen 1963 und 1965 die 
Totalsynthese von Insulin. 1969 erfolgte abschließend die Röntgenstrukturanalyse 
durch Crowfoot-Hodgkin. Einen erfolgreichen Zugang bei der industriellen 
Herstellung von humanem Insulin eröffnete sich mit den Methoden der 
Gentechnologie. 
 
Insulin liegt als zweikettiges Polypeptid mit einem Molekulargewicht von 5734 Da vor. 
Die A-Kette des Insulins besteht aus 21 Aminosäure-Resten und ist mit einer 
B-Kette, die sich aus 30 Aminosäure-Resten zusammensetzt, über 2 Disulfidbrücken 
verbunden (siehe Abb. 20). In Lösung hängt das Teilchengewicht vom pH-Wert, der 
Temperatur, der Ionenstärke, der Konzentration und den Fremdionen ab. Unter 
Berücksichtigung der Hydratation liegt es bei ca. 6000 Da. In Gegenwart geeigneter 
Metallionen (Zn2+) bilden sich Komplexe, die im Bereich von pH = 4 – 7 als amorphe, 
hochaggregierte Produkte ausfallen. Gelöstes Zinkinsulin hat bei pH > 7 ein 
Teilchengewicht von 36000 bis 48000 und liegt dabei als Hexameres oder 
Oktameres vor108. 
 
Reines Insulin ist bemerkenswert beständig. Es bleibt in steriler Lösung bei pH = 4 
und 2°C jahrelang aktiv. Ein kristallines Präparat ist nach einer zweijährigen 
Lagerung bei 0°C unverändert wirksam, bei 20-25°C tritt jedoch ein Aktivitätsverlust 
von 20% pro Jahr auf. Insulin wird in alkalischen Lösungen schnell zerstört, neben 
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der Hydrolyse von Amidbindungen treten Abbaureaktionen am Cystein auf. 
Verdünnte Säuren spalten das Insulin in mehrere Komponenten. An Grenzflächen 
kann Insulin monomolekulare Filme bilden. Im Gegensatz zu anderen globulären 
Proteinen wird es aber dabei nicht denaturiert. 
 
Der Unterschied von Insulinen verschiedener Spezies ist nicht sehr groß. 
Humaninsulin ist bis auf eine Aminosäure mit Schweineinsulin identisch. In Position 
30 der B-Kette findet sich beim Schwein Alanin anstelle von Threonin. Das Insulin 
von Mensch und Rind unterscheiden sich in vier Aminosäuren109. 
 
A - Kette
Gly-Ile-Val-Glu-Gln-Cys-Cys-Thr-Ser-Ile-Cys-Ser-Leu-Tyr-Gln-Leu-Glu-Asn-Tyr-Cys-Asn
B - Kette
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Phe-Val-Asn-Gln-His-Leu-Cys-Gly-Ser-His-Leu-Val-Glu-Ala-Leu-Tyr-Leu-Val-Cys-Gly-Glu
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Thr   Lys   Pro   Thr   Tyr   Phe   Phe   Gly   Arg
30 29 28 27 26 25 24 23 22
 
Abb. 20: Primärstruktur humanen Insulins 
 
Seine biologische Bedeutung beruht gemeinsam mit seinem Antagonisten Glucagon 
darauf, den Blutzucker-Spiegel innerhalb bestimmter physiologischer Grenzen 
konstant zu halten. Zusätzlich gehört Insulin zu einer Gruppe von chemisch 
ähnlichen Hormonen, die das Skelett-Wachstum beeinflussen, den Insulin-like 
Growth Factors (IGF). Fibronectin, Collagen, Insulin, Transferrin und epidermal 
growth factor (EGF), die auf die Zelladhäsion bzw. das Zellwachstum positiv Einfluss 
nehmen, wurden in Kombination mit synthetischen Polymeren verwendet, um 
gewebekompatible Materialien zu erzeugen. Verschiedene Arbeiten110,111,112 zeigen 
am Beispiel von immobilisiertem Insulin auf unterschiedlichen Polymeroberflächen 
den positiven Einfluss auf die Proliferation von Fibroblasten. Darüber hinaus 
bestehen Ähnlichkeiten zwischen Insulin und dem sogenannten 
Nervenwachstumsfaktor (NGF). 
 
Die Inaktivierung des Insulins geschieht durch die Leber. Dort wird es nach 
Endocytose relativ rasch intrazellulär abgebaut. 
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2. Problemstellung 
 
Die Entwicklung therapeutischer Systeme, die einen Wirkstoff lokal, systemisch oder 
örtlich gezielt kontrolliert freisetzen, eröffnen einem Wirkstoff völlig neue 
Eigenschaften bezüglich seiner Wirkungen und seiner Einsatzmöglichkeiten. 
Verschiedene Einsatzmöglichkeiten von abbaubaren Mikro- bzw. Nanosphären zur 
kontrollierten Wirkstofffreigabe sollen im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden. 
 
2.1. Anwendung von Mikrosphären als therapeutisches Freisetzungssystem 
 
Die Wirkstofffreisetzung aus Mikrosphären ist von der Natur des Wirkstoffes, dem 
Polymer, dem verwendeten Verfahren und Verfahrensparametern abhängig. 
 
Am Beispiel von Acetylsalicylsäure, als Vertreter eines chemisch definierten 
Präparats, sollen verschiedene Herstellungsparameter der in Kapitel 1.4 
beschriebenen (o/w)-Emulsions-Evaporations-Methode anhand der mittleren 
Sphärengröße, dem Wirkstoffgehalt, der Morphologie und dem Freisetzungs-
verhalten Acetylsalicylsäure-enthaltender Sphären untersucht werden. Als 
Sphärenmaterial wird das in der Medizin weitverbreitete und etablierte resorbierbare 
Poly(D,L-lactid) (RESOMER R208) der Firma Boehringer Ingelheim, Deutschland, 
verwendet. 
 
Als Modell der proteinogenen Wirkstoffklasse sollen Thrombin-enthaltende 
resorbierbare Mikrosphären zur lokalen therapeutischen Behandlung gerinnungs-
inkompetenter Patienten bei Bagatelleingriffen im Kieferbereich hergstellt werden. 
Ziel ist die anhaltende kontinuierlichen Freisetzung von Thrombin über einen 
Zeitraum von 5-7 Tagen. Es soll der Einfluss verschiedener Herstellungsparameter 
der in Kapitel 1.4 erläuterten komplexen ((w1/o)/w2))-Emulsions-Evaporations-
Methode im Hinblick auf den Wirkstoffgehalt, die Sphärenmorphologie und das 
geforderte Freisetzungsverhalten untersucht werden. Die resultierende Enzym-
aktivität wird mit einem für die Serin-Proteinase Thrombin spezifischen chromogenen 
Substrat überprüft. Auf dem aktuellen Therapiestandard aufbauend soll ein Verfahren 
zur Kombination einer Kompressionstamponade aus Collagen mit den Thrombin 
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enthaltenden resorbierbaren Mikrosphären entwickelt werden. Als Matrixmaterial wird 
das schnell resorbierende Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50 (RESOMER RG 504) 
der Firma Boehringer Ingelheim, Deutschland, verwendet. 
 
2.2. Anwendung von Mikrosphären zur kontrollierten Wirksstofffreisetzung 
zur Unterstützung des Tissue Engeneering 
 
Zur Unterstützung von Zellträgerstrukturen für das Tissue Engineering können 
Wirkstoffe, die positiv auf die Zellproliferation, Zelldifferenzierung, Zellmigration, 
Proteinbiosynthese und Gewebemodellierung einwirken, eingesetzt werden. Der 
Einfluss des Wirkstoffes hängt von seiner lokalen Verfügbarkeit in der 
Zellträgerstruktur ab. Insulin gehört zu einer Gruppe von chemisch ähnlichen 
Hormonen, die das Skelett-Wachstum beeinflussen, den Insulin-like Growth Factors 
(IGF). Es nimmt positiven Einfluss auf die Zelladhäsion bzw. das Zellwachstum. Mit 
Hilfe der komplexen ((w1/(o/w2))-Emulsions-Evaporations-Methode sollen insulin-
haltige resorbierbare Sphären aus Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50 (RESOMER RG 
504) hergestellt werden.  Anhand verschiedener Herstellungsparameter sollen die 
Sphärenmorphologie und die Möglichkeiten zum Anpassen der Insulinfreisetzungs-
rate untersucht werden.  
 
Am Beispiel von Schwämmen, Stapelfaservliesen und Nanofaservliesen sollen 
Verfahren entwickelt werden, die eine Kombination der Zellträgerstrukturen mit 
Sphären zur kontrollierten Wirkstofffreisetzung ermöglichen. 
 
2.3. Anwendung von Nanosphären zur zielgerichteten intrazellulären 
Wirkstofffreisetzung 
 
Der Transfer von Genen wird zunehmend zur Behandlung von Krankheiten 
eingesetzt. Die Effizienz dieser Therapien ist in erster Linie von dem Transfersystem, 
mit dem die DNA an ihren Wirkort gebracht wird, abhängig. Obwohl Plasmid-DNA 
in vitro sehr stabil ist, wird sie bei konventioneller, nackter Applikation in vivo rasch 
durch Nukleasen degradiert. Wird sie intravenös verabreicht, so ist sie nur kurz im 
Plasma nachweisbar. Mit Hilfe resorbierbarer Nano- bzw. Mikrosphären auf der Basis 
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von Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50 (RESOMER RG 504) soll ein Transfersystem 
entwickelt werden, mit dem therapeutisch wirksame Gensequenzen zur Behandlung 
der chronischen Leberfibrose in die Leber eingebracht werden können. Die für die 
chronische Leberfibrose verantwortlichen differenzierten sinusoidalen 
Fettspeicherzellen (Ito-Zellen, hepatische Sternzellen, HSC) weisen auf ihrer 
Oberfläche Mannose-6-phosphat-/Insulin-like-Growth-Factor II-Rezeptoren auf und 
ermöglichen hierdurch eine Rezeptor vermittelte Endocytose (drug targeting). Ziel ist 
es einen geeigneten Mannose-6-Phosphatliganden zu synthetisieren und auf der 
Sphärenoberfläche zu immobilisieren, der durch Ligand/Rezeptor-Wechselwirkung 
eine Endocytose der Sphären hervorruft.  Die Sphären sollen mit Hilfe der Kryo-
Emulsions-Evaporations-Methode hergestellt werden und einen für die Endocytose 
geeigneten Durchmesser < 5µm besitzen. Durch Abbau der Sphärenmatrix soll im 
inneren der differenzierten sinusoidalen Fettspeicherzellen die Transportierte DNA-
Sequenz freigesetzt werden, die unter Promotoren apoptotisch oder suizidal 
wirkende Proteine exprimiert und die Leber für diese Zellen depletiert. 
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3. Ergebnisse 
 
3.1. Poly(D,L-lactid)-Mikrosphären zur Freisetzung niedermolekularer 
Wirkstoffe am Beispiel von Acetylsalicylsäure mittels (o/w)-Emulsions-
Evaporations-Methode 
 
Das Verfahren zur Herstellung Acetylsalicylsäure (ASS)-enthaltenden Poly(D,L-
lactid)-Mikrosphären basiert auf der in Kapitel 1.4 beschriebenen einfachen (o/w)-
Emulsions-Evaporations-Methode. 
 
Die untersuchten Herstellungsparameter (Polymerkonzentration, Phasenver-
hältnisse, Rührgeschwindigkeit, Emulgatortyp und Emulgatorkonzentration) nehmen 
Einfluss auf die mittlere Sphärengröße, den Wirkstoffgehalt und die Morphologie der 
Sphären, wodurch das Freisetzungsverhalten bestimmt wird. In Abb. 21 ist eine 
rasterelektronen-mikroskopische Aufnahme von ASS-enthaltenden Mikrosphären 
dargestellt. Die Sphären weisen für  sämtliche untersuchten Herstellungsparameter 
(Anhang Tab. 13-18) eine geschlossene glatte Oberfläche auf. 
 
 
 
Abb. 21: REM Aufnahmen von ASS-enthaltenden Poly(D,L-lactid)-Mikrosphären. 
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3.2. Einfluss der Polymerkonzentration auf die Größenverteilung der ASS-
enthaltenden PDLLA Sphären 
 
In Abb. 22 ist der Zusammenhang zwischen der Polymerkonzentration der 
dispergierten o-Phase und der mittleren Sphärengröße für die einfache (o/w)-
Emulsions-Evaporations-Methode beschrieben. Eine steigende Polymerkonzentra-
tion führt zu einer Zunahme der mittleren Sphärengröße, die mit einer Verkleinerung 
der spezifischen Sphärenoberfläche einhergeht. Der angegebene Sphären-
durchmesser entspricht dem Median der Volumenverteilung d(0,5) Vol%. Die 
Abnahme der spezifischen Sphärenoberfläche hat bei diffusionskontrollierten 
Freisetzungssystemen Auswirkung auf die Freisetzungsrate (Kapitel 1.2.1, Abb. 8). 
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Abb. 22: Dargestellt ist die exponentielle Beziehung zwischen der PDLLA- 
Polymerkonzentration (Resomer® R208, Firma Boehringer Ingelheim, Deutschland) 
der dispergierten Phase und der mittleren Sphärengröße (d(0,5) Vol%) ASS-
enthaltender PDLLA-Sphären  bei einer Rührgeschwindigkeit von 500 U/min, einer 
Temperatur von 20°C und einer 2%igen PVAl-Lösung (Mw = 49000) als äußere 
wässrige Phase (Herstellungsparameter siehe Anhang Tab. 13). 
)1(13,90%)5,0( 25,11 −⋅= ⋅ceVold
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3.2.1. Einfluss des Volumens der dispergierten Phase auf den Gehalt an 
ASS in PDLLA Sphären 
 
Der Einfluss des Volumens der dispergierten Methylenchloridphase auf den Gehalt 
an ASS in den PDLLA-Sphären ist in Abb. 23 aufgetragen. Bei zunehmender 
Methylenchloridphase und der damit verbundenen Zunahme des o:w-Phasen-
verhältnisses nimmt der ASS-Gehalt der isolierten Sphären zu. Durch Zunahme des 
Methylenchloridvolumens von 30 ml auf 60 ml bei einer Polymereinwaage von 2 g, 
einer ASS Einwaage von 300 mg und einer äußeren wässrigen 2%igen PVAl-Phase 
von 300 ml nimmt der Gehalt an ASS von 0,150 Gewichts% auf 0,208 Gewichts% 
zu. Durch die Löslichkeit von ASS in Wasser kommt es zu einer unerwünschten 
Extraktion der ASS aus der Methylenchloridphase in die äußere wässrige Phase. Der 
ASS-Gehalt der Sphären entspricht etwa 1 % – 1,4 % des theoretisch möglichen 
ASS-Gehaltes der Sphären. 
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Abb. 23: Einfluss des Volumens der dispergierten Methylenchloridphase und der 
damit verbundenen Zunahme des o:w-Phasenverhältnisses auf den ASS-Gehalt der 
PDLLA-Mikrosphären (Herstellungsparameter siehe Anhang Tab.13). 
 
  Ergebnisse 50
Die abgebildete Zunahme des ASS-Gehaltes bei größer werdendem 
Methylenchlorid-Volumen und dem damit verbundenen steigendem o:w Phasen-
verhältnis gibt die Verteilung der ASS in der dispergierten Methylenchlorid-Phase 
und der kontinuierlichen wässrigen Phase der (o/w)-Emulsion annähernd wieder. 
Durch das Ausfällen des Polymers an der o/w-Phasengrenze wird ein Polymermantel 
gebildet, der eine weitere Extraktion von ASS aus der dispergierten Methylenchlorid-
Phase erschwert. Durch fortschreitendes Entfernen des Methylenchlorids nimmt die 
Schichtdicke des Polymermantels durch Koazervation des Polymers aus der 
Methylenchloridphase zu. Ein weiterer Verlust an Wirkstoff tritt durch die Diffusion 
des Wirkstoffes aus dem Polymermantel in die wässrige Phase auf (Abb. 24). Durch 
vollständiges Entfernen des Methylenchlorids wird die verbleibende ASS in der 
Sphärenmatrix eingeschlossen. 
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Abb. 24: Schematische Darstellung der Sphärenreifung durch kontinuierliches 
Entfernen des dispergierten Methylenchlorids. Der Verlust des wasserlöslichen Wirk-
stoffes ASS erfolgt durch Extraktion aus der dispergierten Methylenchlorid-Phase. 
Durch den sich bildenden Polymermantel nimmt ein weiterer Verlust an ASS durch 
Extraktion aus dem Methylenchlorid-reichen innerem Bereich der Sphären ab und 
wird durch die Diffusion des Wirkstoffes durch den Polymermantel in die wässrige 
Phase bestimmt. Durch Entfernen des Methylenchlorids aus der dispergierten Phase 
wächst die Schichtdicke des Polymermantels dabei bildet sich ein Methylenchlorid-
konzentrationsgradient aus. Die Methylenchloridkonzentration ist im Zentrum am 
Höchsten und nimmt Richtung w/o-Phasengrenze ab. 
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Kalorimetrische Untersuchungen von ASS-enthaltenden Sphären weisen ebenfalls 
auf den geringen Gehalt von ASS hin. Es ist kein Signal für einen Schmelzübergang 
von ASS (Fp. ASS = 135°C), das für einen Wirkstoffgehalt oberhalb der 
Löslichkeitsgrenze von ASS in der Polymermatrix mit dispergierten kristallinen 
Anteilen von ASS zu erwarten ist, erkennbar. Die Abwesenheit eines ASS-
Schmelzpeaks weist auf einen Wirkstoffgehalt, der unterhalb der Löslichkeitsgrenze 
im Polymeren liegt, hin. 
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3.2.2. Einfluss der o:w-Phasenverhältnisse der (o/w)-Emulsion auf die 
mittlere Sphärengröße 
 
Der Einfluss des o : w Phasenverhältnisses bei gleicher Polymerkonzentration der 
dispergierten Methylenchloridphase auf die mittlere Sphärengröße ist in Abb. 25 
aufgetragen. Die dargestellte mittlere Sphärengröße d(0,5) Vol% nimmt im 
untersuchten Bereich kontinuierlich von 286 µm und einem o : w Phasenverhältnis 
von 12,5 : 300 bei gleicher Polymerkonzentration auf 156 µm bei einem o : w 
Phasenverhältnis von 37,5 : 300 ab. Die partielle Löslichkeit von Methylenchlorid in 
Wasser von ca. 2% bei 20°C führt zu einer Volumenabnahme der dispergierten 
Ölphase. Die dadurch hervorgerufene Erhöhung der Polymerkonzentration in der 
dispergierten Phase nimmt Einfluss auf die entsprechende Sphärengrößenverteilung 
(vergl. Abb. 22). Der Anteil der dispergierten Phase, die durch eine partielle 
Mischbarkeit in der kontinuierlichen Phase extrahiert wird, nimmt bei abnehmendem 
o : w Phasenverhältnis überproportional zu und führt darüber hinaus zu einem 
beschleunigten Erhärten der Sphären. 
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Abb. 25: Abhängigkeit der mittleren Sphärengröße d(0,5) Vol% ASS-enthaltender 
PDLLA Sphären in Abhängigkeit von o:w Phasenverhältnis bei einer 
Polymerkonzentration von 0,1g/ml, einer Rührgeschwindigkeit von 500 U/min, einer 
Temperatur von 20°C und einer 2%igen PVAl-Lösung (Mw = 72000) als äußere 
wässrige Phase (Herstellungsparameter siehe Anhang Tab.14). 
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3.2.3. Einfluss der Scherkräfte auf die mittlere Sphärengröße 
 
Die mittlere Sphärengröße wird durch die Tröpfchengröße der dispergierten o-Phase 
der (o/w)-Emulsion-Evaporations-Methode bestimmt und ist neben den 
Zustandsgrößen Zusammensetzung und Temperatur von der zugeführten 
Energiemenge zum Erzeugen der Emulsion abhängig. 
 
Emulsionen sind metastabile Zustände, die durch laminare oder turbulente 
Scherkräfte zwei nicht-mischbarer Flüssigkeiten durch Fragmentierung der Phasen 
hergestellt werden. Die durch Rühren eingebrachte Energie ist abhängig von der 
Geometrie des Rührers, der Drehzahl, dem verwendeten Emulsionsgefäß (Füllhöhe 
des Gefäßes, Gefäßdurchmesser, Bodenabstand des Rührers, Wandrauigkeit) und 
den Eigenschaften des Rührmediums (Dichte, Viskosität, Grenzflächenspannungen, 
Volumenanteil der dispersen Phase, Anwesenheit oberflächenaktiver Substanzen). 
In Abb. 26 ist der typische Verlauf der mittleren Sphärengröße in Abhängigkeit von 
der Rührgeschwindigkeit einer o/w-Emulsion wiedergegeben. 
 
Der Verlauf der Kurven zeigt, dass mit Hilfe der Rührgeschwindigkeit die mittlere 
Sphärengröße innerhalb eines durch den Rührer, den Rührbehälter und die 
Eigenschaften des Rührmediums vorgegebenen Bereiches eingestellt werden kann. 
Der Bereich der mittleren Sphärengröße wird durch die minimale Rührgeschwindig-
keit, die zur Emulsionsbildung notwendig ist, nach oben hin beschränkt. 
Rührgeschwindigkeiten unterhalb von 200 U/min sind bei dem verwendeten 
Versuchsaufbau und den untersuchten Bedingungen für die Bildung einer 
(o/w)-Emulsion nicht ausreichend. Eine Abnahme der mittleren Sphärengröße durch 
zunehmende Rührgeschwindigkeit wird durch die Ausbildung einer Trombe, die mit 
einem abfallenden Leistungseintrag verbunden ist, sowie das ansteigende Kreisen 
der Emulsion im Rührbehälter nach unten hin begrenzt. 
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Abb. 26: Abhängigkeit der mittleren Sphärengröße d(0,5) in Vol% von der 
Rührgeschwindigkeit bei der Herstellung ASS-enthaltender Poly(D,L-lactid-co-
glycolid) 50:50 (RESOMER® RG 504; Mw = 40000) - Mikrosphären() bzw. Poly(D,L-
lactid) (RESOMER® R208; Mw = 180000) - Mikrosphären (). Mit Hilfe eines 
Propellerrühres wurde eine Methylenchloridpolymerlösung mit einer Konzentration 
von 0,1 g/ml in einer 2%igen wässrigen PVAl-Lösung (Mw 72000) mit einem o : w 
Phasenverhältnis von 25 : 300 bei 20°C emulgiert (Herstellungsparameter siehe 
Anhang Tab. 15/16). 
 
 
Der Unterschied der dargestellten Kurven ist auf den Viskositätsunterschied der 
verwendeten dispergierten Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50/Methylenchlorid-Lösung 
bzw. Poly(D,L-lactid)/Methylenchlorid-Lösung zurückzuführen.  
 
Der Einfluss der Rührgeschwindigkeit auf das Freisetzungsverhalten beruht auf dem 
beschriebenen Zusammenhang zwischen Rührgeschwindigkeit und 
Größenverteilung der Sphären. Die Abnahme der mittleren Sphärengröße ist mit 
einer Vergrößerung der spezifischen Sphärenoberfläche verknüpft, die zu einer 
größeren Freisetzungsrate des Wirkstoffes führt. 
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3.2.4. Einfluss von Emulgatoren und Emulgatorkonzentration der 
kontinuierlichen Phase auf die mittlere Sphärengröße 
 
Sowohl der zur Herstellung der Mikrosphären verwendete Emulgatortyp als auch die 
Emulgatorkonzentration der kontinuierlichen wässrigen Phase haben durch ihre 
emulsionsstabilisierenden Eigenschaften Einfluss auf die Sphärengrößenverteilung. 
Die verwendeten Polyvinylalkohole (PVAl) gehören zu der Gruppe der polymeren 
Emulsionsstabilisatoren. 
 
Die in Abb. 27 wiedergegebene Abhängigkeit der mittleren Sphärengrößen vom 
verwendeten PVAl-Typ lässt keine eindeutige Tendenz erkennen. Sowohl für das 
Mole-kulargewicht als auch die entsprechende Viskosität der PVAl-Lösungen 
(Tab. 8) sind keine eindeutigen Beziehungen zur mittleren Sphärengröße zu 
erkennen. Als Gründe hierfür sind die unterschiedlichen Hydrolysegrade (Rest-
Acetat-Gehalte) der PVAl-Typen zu nennen. 
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Abb. 27: Abhängigkeit der mittleren Sphärengrößen d(0,5) Vol% in µm vom 
verwendeten PVAl-Typ mit einer Konzentration von 2 Gewichts% (Herstellungs-
parameter siehe Anhang Tab. 17). 
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Tab. 8: Übersicht der verwendeten Polyvinylalkohol-Typen 
PVAl 15000 49000 61000 72000 145000 
Mn 630 1000 1400 1600 3300 
Hydrolyse Grad 86,7-88,7% 86,0-89,0% 98,0-98,8% 96,0-97,0% 99,0-99,8% 
η(2%ige wässrige Lösung) 
in Pa·s 
218,387 326,203 332,317 596,194 607,193 
 
In Abb. 28 ist die Abnahme der mittleren Sphärengröße in Abhängigkeit von der 
PVAl-Konzentration der kontinuierlichen wässrigen Phase dargestellt. Sie wird durch 
die in Abb. 29 beschriebene Zunahme der Viskosität der äußeren wässrigen Phase 
mit steigender PVAl-Konzentration bestimmt113. Durch die Erhöhung der Viskosität 
der kontinuierlichen wässrigen Phase des w/o-Emulsions-Evaporations-Verfahrens 
nimmt die mittlere Sphärengröße d(0,5) in Vol% von 265 µm bei einer PVAl-
Konzentration von 0,5 Gewichts% und einer Viskosität der wässrigen Lösung von 
1,58 Pa s auf 25 µm bei einer PVAl-Konzentration von 6 Gewichts% und einer 
Viskosität der wässrigen Lösung von 111,8 Pa s ab. 
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Abb. 28: Einfluss der Emulgatorkonzentration (PVAl 72 000) der kontinuierlichen 
wässrigen Phase der o/w-Emulsions-Evaporations-Methode auf die 
Sphärengrößenverteilung ASS-enthaltender PDLLA-Mikrosphären (Herstellungs-
parameter siehe Anhang Tab. 18). 
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Abb. 29: Viskosität einer wässrigen PVAl-Lösung (Mw = 72000) in Abhängigkeit der 
PVAl Konzentration bei einer Temperatur von 20°C. 
 
 
 
3.2.5. Freisetzung von Acetylsalicylsäure aus PDLLA-Mikrosphären in 
Abhängigkeit von der mittleren Sphärengröße 
 
In Abb. 30 ist die Freisetzung von ASS aus PDLLA-Mikrosphären in Abhängigkeit 
von der mittleren Sphärengröße dargestellt. Die mittlere Sphärengröße wurde über 
die verwendeten PVAl-Konzentration eingestellt (Tab. 9). Angegeben ist der Verlauf 
des freigesetzten kumulativen Anteils des ASS-Gehalts der Sphären für einen 
Zeitraum von 30 Tagen. 
 
Mit abnehmender mittlerer Sphärengröße und der dadurch verbundenen Zunahme 
der spezifischen Sphärenoberfläche kommt es, wie in Abb. 8 bereits beschrieben, zu 
einer erhöhten Freisetzungsrate der ASS aus den untersuchten PDLLA-
Mikrosphären. 
 
ce ⋅⋅= 73,042,1η
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Abb. 30: ASS-Freisetzung aus Poly(DL-lactid)-Mikrosphären in Abhängigkeit der 
verwendeten PVAl-Konzentration der kontinuierlichen wässrigen Phase. Dargestellt 
ist die kumulative prozentuale Freisetzung von ASS in PBS-Puffer bei 37°C in % vom 
ASS-Gesamtgehalt der jeweiligen PDLLA-Mikrosphären (Herstellungsparameter 
siehe Anhang Tab.18). 
 
Tab. 9: Übersicht über die mittlere Sphärengröße in Abhängigkeit von der ver-
wendeten PVAl-Konzentration der äußeren wässrigen Phase der (o/w)-Emulsions-
Evaporations-Methode und die Fit-Funktionen für die Freisetzung von ASS aus 
PDLLA-Mikrosphären in Abhängigkeit von der verwendeten PVAl-Konzentration  
Verwendete 
PVAl-Konzentration  
Mittlere Sphärengröße 
d(0,5) Vol% 
n
ASSt tkMM ⋅=∞ )/(  χ2 
1% PVAl (Mw 72000) 228 µm 454,0722,1)/( tMM ASSt ⋅=∞  0,142 
3% PVAl (Mw 72000) 117 µm 492,0976,2)/( tMM ASSt ⋅=∞  0,492 
5% PVAl (Mw 72000) 45 µm 436,0161,4)/( tMM ASSt ⋅=∞  0,205 
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Die abgebildeten Freisetzungen von ASS aus PDLLA-Mikrosphären lassen sich mit 
Hilfe der Funktion nASSt tkMM ⋅=∞ )/(  beschreiben, wobei n ≈ 0,5 (Tab 9). Nach dem 
in Tab. 10 angegebenen Zusammenhang zwischen Freisetzungsexponent n und 
Wirkstofftransportmechanismus kann hier von einem diffusionskontrollierten 
Freisetzungssystem ausgegangen werden. 
 
Tab. 10: Interpretation der diffusionskontrollierten Freisetzung114 mit Hilfe der 
Funktion nASSt tkMM ⋅=∞ )/(  und dem ermittelten Freisetzungsexponenten (n) 
Freisetzungsexponent (n) Wirkstofftransport-
mechanismus 
(dMt/dt) 
als Funktion der Zeit 
0,5 
Fick’sche Diffusion 
Case-I transport 
t 0,5 
0,5 < n < 1 
anomaler (nicht Fickscher) 
Transportmechanismus 
Case-II transport 
t n-1 
n > 1 
Super-Case-II transport 
(Zeitunabhängiger 
Transportmechanismus) 
t n-1 
 
 
 
Die Degradation des verwendeten Poly(D,L-lactid) (Resomer® R208) mit einem 
mittleren Molekulargewicht von 180 000 fällt im untersuchten Freisetzungs-zeitraum 
von 30 Tagen als freisetzungsbestimmender Mechanismus nicht ins Gewicht. 
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3.3. Resorbierbare Mikrosphären zur Freisetzung hydrophiler Wirkstoffe 
 
Die einfache (o/w)-Emulsions-Evaporations-Methode ist für die meist gut wasser-
löslichen proteinischen Wirkstoffe zur Herstellung von Freisetzungssystemen auf 
Sphärenbasis nicht geeignet. Durch den zu erwartenden hohen Verlust der 
eingesetzten Wirkstoffmenge, wie er bereits in Kapitel 3.2.1 für Acetylsalicylsäure 
beschrieben wurde, an die äußere wässrige Phase der (o/w)-Emulsion ist das 
Verfahren für die zumeist teure Wirkstoffklasse der Proteine inakzeptabel. Ein 
weiteres Problem ergibt sich aus dem kleinen Diffusionskoeffizienten eines Proteins 
oder Enzyms in der einschließenden Polymermatrix. Der kleine Diffusionskoeffizient 
führt gegebenenfalls bei rein diffu-sionskontrollierten Freisetzungssystemen zu 
keiner ausreichenden Freisetzungsrate des Wirkstoffes. Ein Ausweg für den hohen 
Wirkstoffverlust bzw. die mangelnde Freisetzungsrate stellt die in Kapitel 3.5 
beschriebene komplexe (w/o/w)-Emulsions-Evaporations-Methode dar. Hierbei wird 
eine wässrige Wirkstofflösung (w1-Phase) in einer organischen Polymerlösung 
dispergiert. Die hergestellte (w1/o) Primäremulsion wird in einer zweiten größeren 
wässrigen (w2-) Phase zu einer komplexen (w1/o/w2)-Emulsion dispergiert. Der in der 
inneren w1-Phase enthaltene Wirkstoff wird durch das Entfernen des organischen 
Polymerlösemittels in der ausfallenden Polymer-matrix eingeschlossen. Die 
Wirkstofffreisetzung kann durch das verwendete Polymer, den Wirkstoffgehalt, die 
Sphärenmorphologie und den mittleren Sphären-durchmesser verändert werden. 
 
Für die folgenden Studien zur Herstellung Wirkstoff-enthaltender resorbierbarer 
Sphären mittels komplexer ((w/o)/w)-Emulsions-Evaprations-Methode wird das  
von der Firma Boehringer Ingelheim, Deutschland, unter dem Handelsnamen 
RESOMERRG 504 erworbene Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50 verwendet. 
Ergebnisse   61 
3.3.1. Wirkstofffreisetzung aus resorbierbaren Mikrosphären auf der Basis 
der komplexen Emulsions-Evaporations-Methode 
 
Die Wirkstofffreisetzung aus den mit Hilfe der komplexen ((w/o)/w)-Emulsions-
Evaporations-Methode hergestellten resorbierbaren Poly(D,L-lactid-co-
glycolid) 50:50 Mikrosphären, ist eine Kombination aus 
 
- diffusionskontrollierter Freisetzung, 
- degradationskontrollierter Freisetzung und 
- quellungskontrollierter Freisetzung. 
 
Der hydrolytische Abbau von Polylactiden (PLA) und –glycoliden (PGA) sowie deren 
Copolymeren (PLGA) beginnt mit einer zufälligen Kettenspaltung, bei der ein 
signifikanter Molekulargewichtsabbau stattfindet. Dem Molekulargewichtsabbau folgt 
ein rascher Massenverlust durch wasserlösliche Oligomere und Monomere115 Es 
wird angenommen, dass der enzymatische Abbau von PLA, PGA bzw. PLGA im 
Anfangsstadium im Gegensatz zu Poly(ε-caprolacton), keine bedeutende Rolle spielt. 
Erst bei fortgeschrittener Degradation ist der enzymatische Abbau involviert. 
Vielmehr wird die Degradation durch die Degradationsprodukte beschleunigt (-OH, 
-COOH, autokatalytische Degradation) und führt dadurch zu einem beschleunigten 
Kernabbau (Bulkdegradation). 
 
Die Degradationsgeschwindigkeit der Polymere wird durch ihre Kristallinität bestimmt 
und nimmt mit abnehmender Kristallinität zu. Bei den Copolymeren ist die 
Degradationsgeschwindigkeit zusätzlich durch das Comonomerverhältnis geprägt. In 
Abb. 31 ist am Beispiel des Lactid/Glycolid-Copolymersystem die Degradations-
geschwindigkeit als Massenhalbwertszeit in Abhängigkeit von dem Copolymer-
verhältnis angegeben. Das Maximum der Degradationsgeschwindigkeit wird bei 
einem Lactid/Glycolid-Verhältnis von 50:50 erreicht. 
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Abb. 31: Dargestellt ist die Halbwertszeit von Polylactid-co-glycolid in Monaten in 
Abhängigkeit vom Monomerverhältnis 116. 
 
 
Der relative Molekulargewichtsabbau Mn/Mn0 von Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50 
Mikrosphären mit einer mittleren Sphärengröße d(0,5) Vol% von 220 µm in PBS-
Puffer bei 37°C ist in Abb. 32 dargestellt. Innerhalb der ersten Woche ist ein relativ 
rascher Abbau von ca. 80 % zu verzeichnen, dem ein langsamerer Abbau über 
weitere sieben Wochen auf ca. 5% des ausgehenden Ausgangsmolekulargewichts 
folgt. 
 
In Abb. 33 ist der relative Massenverlust von Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50 
Mikrosphären durch hydrolytischen Abbau in PBS-Puffer bei 37°C wiedergegeben. 
Ein signifikanter relativer Massenverlust der Sphären setzt nach sieben Tagen ein. 
Innerhalb der folgenden vier Wochen wird ein relativer Massenverlust von ca. 80% 
beobachtet. Im Vergleich zum sofort einsetzenden raschen Molekular-gewichtsabbau 
findet ein signifikanter Massenverlust des untersuchten Poly(D,L-lactid-co- 
glycolid) 50:50 erst verzögert statt. 
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Abb. 32: Molekulargewichtsabbau von RESOMER RG 504 in PBS bei 37°C 
angegeben als relativer Abbau Mn/Mn0. 
 
 
Der beschriebene Massenverlust der Sphären, die dem Abbau ausgesetzt sind, wird 
durch den Verlauf der mittleren Sphärengröße untermauert. Die mittlere 
Sphärengröße der verwendeten Sphären beträgt unmittelbar nach dem Entfernen 
des leichtflüchtigen organischen Lösemittels 276 µm und nimmt durch 
Gefriertrocknung um etwa 20 % auf 218 µm ab. Der in Abb. 34 dargestellte zeitliche 
Verlauf der mittleren Sphärengröße beschreibt zunächst eine Zunahme des mittleren 
Sphärendurchmessers d(0,5) in Vol % der in PBS-Puffer suspendierten Poly(D,L-
lactid-co-glycolid) 50:50 Mikrosphären innerhalb der ersten 15 Tage von ca. 15 %. 
Die Zunahme der mittleren Sphärengröße ist auf das Quellen durch 
Wasseraufnahme der Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50 Mikrosphären zurück-
zuführen. Die unmittelbar nach der Herstellung gemessene mittlere Sphärengröße 
von 276 µm wird durch Quellung nicht erreicht, da die Sphären bereits dem 
hydrolytischen Abbau unterliegen. Die Abnahme der mittleren Sphärengröße auf 
ca. 40 µm innerhalb von sieben Wochen beruht auf dem einsetzenden 
Massenverlust. 
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Abb. 33: Relativer Massenverlust von Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50 : 50 
Mikrosphären in PBS-Puffer bei 37°C. 
 
Die Wasseraufnahme wird durch die Beobachtung der langsam einsetzenden 
Sedimentation der Sphären der in PBS-Puffer bei 37°C suspendierten Sphären 
gestützt (Abb. 35). Die untersuchten Sphären besitzen eine schwammartige innere 
Struktur mit isolierten Kavitäten. Diese sind nach der Gefriertrocknung luftgefüllt. 
Durch eindiffundierendes Wasser und fortschreitendem Abbau werden die isolierten 
Kavitäten im Sphäreninneren mit Wasser gefüllt. Die Sphären setzen sich sukzessiv 
am Boden ab. Nach ca. 14 d sind sämtliche Sphären sedimentiert. 
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Abb. 34: Verlauf der Resomer RG 504-Sphärengrößenverteilung in Abhängigkeit der 
Inkubationszeit bei 37°C in PBS - Puffer. 
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Abb. 35: Sedimentation der porösen Mikrosphären durch eindiffundierendes Wasser. 
 
 
Die beschriebenen Ergebnisse des Molekulargewichtabbaus und des 
Massenverlustes von Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50 Mikrosphären weisen einen 
zeitlich versetzten Verlauf auf, der sich in den Freisetzungsraten der Wirkstoff-
enthaltenden Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50 Mikrosphären wiederspiegeln kann. 
Hohlräume 
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Die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen in Abb. 36 bestätigen die 
beschriebenen Ergebnisse der Polymerdegradation. Die Sphärenoberflächen zeigen 
bei fortschreitender Inkubationszeit eine Erosion der Oberfläche. Die 
Sphärenoberfläche wird zunehmend rauer und weist schließlich Brüche in der 
Oberfläche auf. 
 
  
  
  
Abb. 36: REM Aufnahmen des Abbauverlaufs  bei 37°C in PBS-Puffer inkubierter 
resorbierbarer Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50-Mikrosphären (t1 = 0 d, t2 = 8 d,  
t3 = 15 d, t4 = 27 d, t5 = 36 d, t6 = 42 d). 
t1 t2
t3 t4
t5 t6
Ergebnisse   67 
3.4.  Thrombin enthaltende Poly (D,L-lactid-co-glycolid) 50:50-Mikrosphären 
zur lokalen Hämostaseförderung mittels ((w/o)/w)-Emulsions-Evaporations-
Methode 
 
Grundlage der durchgeführten Studien zur Freisetzung von Thrombin aus 
resorbierbaren Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50-Mikrosphären ist eine voran-
gegangene klinische Studie zu kleinen zahnärztlichen-chirurgischen Eingriffen bei 
gerinnungsinkompetenten Patienten117. In einer prospektiven Studie wurde das 
Blutungsrisiko nach zahnärztlichen-chirurgischen Eingriffen unter fortgeführter 
Marcumarisierung bzw. Heparindauerinfusion untersucht. In beiden Fällen kam es zu 
postoperativen Nachblutungserscheinungen von 23% für die Phenprocoumongruppe 
bzw. 28% für die Heparingruppe, die durch Verwendung von meist Fibrinkleber 
getränkten Tamponaden gesenkt werden konnten118. Aufgrund der durchgeführten 
Studien und der gehäuften Blutungsereignisse am 2. bis 4. postoperativen Tag wird 
ein Thrombindepot auf der Basis Thrombin-enthaltender resorbierbarer Mikrosphären 
entwickelt, das lokal im Wundbereich Thrombin über einen Zeitraum von mindestens 
5 bis 7 Tagen freisetzt. Unter Berücksichtigung einer möglichen klinischen Studie 
werden ausschließlich Materialien verwendet, die bereits als Medizinprodukte bzw. 
als Rohstoffe für Medizinprodukte zugelassen oder als Hilfsstoffe in der 
pharmazeutischen Technologie bekannt sind. 
 
Tab. 11: Übersicht über die verwendeten Materialien zur Herstellung Thrombin- 
enthaltender resorbierbarer Mikrosphären 
Material Verwendung 
Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50 Chirurgisches Nahtmatertial 
Polyvinylalkohol 
 
Verdickungsmittel für verschiedene Arzneimittel-
formulierungen z.B. Cremes und Emulsionen 
Bovines Thrombin Bis 2001 in Form von Gewebeklebern im Handel 
(TissueCol, Baxter) 
Glycerin Cremes und Emulsionen, Abführmittel 
Polyethylenglycol Gel- und Salbengrundlage 
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Die Herstellung Thrombin-enthaltender Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50 
Mikrosphären erfolgt nach der komplexen ((w1/o)/w2))-Emulsions-Evaporations-
Methode. Hierbei wird das verwendete Thrombinpräparat in einem Gemisch aus 
Wasser und Glycerin gelöst und in einer Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50/Methylen-
chlorid-Lösung mit Hilfe eines Ultraturrax (Basic T25, IKA, Staufen; Deutschland) 
dispergiert. Diese primäre (w1/o)-Emulsion wird unter 0°C heruntergekühlt und in 
einer auf 15°C temperierten wässrigen Polyvinylalkohol-Lösung durch Rühren unter 
Ausbildung der komplexen ((w1/o)/w2))-Emulsion emulgiert. Durch Reduzieren des 
Druckes wird die leichtflüchtige Methylenchlorid-Phase vollständig entfernt und die 
Thrombin-enthaltenden Mikrosphären nach mehrfachem Waschen isoliert und 
gefriergetrocknet. Verschiedene Parameter der komplexen ((w1/o)/w2))-Emulsions-
Evaporations-Methode wie 
- Thrombinpräparateinwaage 
- Polymerkonzentration der o-Phase 
- Phasenverhältnis w1:o der Primäremulsion 
- Zugabe von Porenbildnern 
 
werden in vitro im Hinblick auf die lokale Hämostaseförderung auf ihren Einfluss auf 
das Freisetzungsverhalten von Thrombin aus Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50 
Mikrosphären in PBS-Puffer bei 37°C untersucht. 
Ergebnisse   69 
3.4.1. Einfluss verschiedener Herstellungsparameter der ((w/o)/w)-
Emulsions-Evaporations-Methode auf das Freisetzungsverhalten von Thrombin 
 
Der Einfluss verschiedener Herstellungsparameter auf das Freisetzungsverhalten 
von Thrombin-enthaltenden Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50 – Mikrosphären wurde 
mit Hilfe der Bradford-Methode sowie eines für die enzymatische Aktivität von 
Thrombin spezifischem chromogenen Substrats gemessen. 
 
Mit Hilfe der von Marion Bradford119 entwickelten Methode zur quantitativen 
Proteinbestimmung wurde in vitro die Thrombinfreisetzungsrate bestimmt. Der Test 
beruht auf der Wechselwirkung des Triarylmethan-Farbstoffes Commassie 
Brilliant Blau G-250 (Abb. 37) mit Proteinen und einer damit verbundenen 
Verschiebung des Farbstoffabsorptionsmaximums. 
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Abb. 37: Dargestellt ist die Strukturformel der neutralen Spezies von Coommassie 
Brilliant Blau G-250. Darunter sind die entsprechenden Absorptionsmaxima des 
Anions, der neutralen Spezies und des Kations angegeben. 
 
Der Mechanismus des Bradford-Tests wurde von Compton und Jones untersucht120. 
Er beruht auf einem Komplex der anionischen Form des Farb-stoffes mit Proteinen 
durch van der Waals Kräfte und hydrophoben Wechselwirkungen. Der Farbstoff 
benötigt zur Komplexbildung makromolekulare Strukturen mit bestimmten 
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funktionellen Gruppen. Wechselwirkungen finden besonders bevorzugt mit Arginin 
statt. Die basischen Aminosäuren Histidin und Lysin sowie die aromatischen 
Aminosäuren Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan führen zu vergleichsweise 
geringen Wechselwirkungen. Der Test kann durch verschiedene Substanzen 
beeinflusst werden121,122,123,124. Eine Übersicht ist in Tab. 27 im Anhang aufgeführt. 
Die bei den Freisetzungsstudien verwendeten Puffer und entstehenden 
Abbauprodukte sowie die Anwesenheit verschiedener zur Sphärenherstellung 
eingesetzter Hilfsstoffe beeinträchtigen die quantitative Proteinbestimmung nach 
Bradford nicht. 
 
Die Freisetzungsraten des aktiven Thrombins wurden mit dem chromogenen 
Substrat S-2238TM der Firma Chromogenix-Instrumentaion Laboratory SpA (Mailand, 
Italien) bestimmt. Thrombin ist eine hochspezifische Serinprotease, die 
Peptidbindungen und Esterbindungen C-ständig am L-Arginin hydrolysiert. Das für 
Thrombin spezifische chromogene Substrat spaltet durch aktives Thrombin 
p-Nitroanilin ab, das photometrisch bei 405 nm quantitativ bestimmt wird (Abb. 38). 
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Abb. 38: Enzymatische Abspaltung von p-Nitroanilin durch aktives Thrombin aus 
dem chromogenen Substrat S-2238. 
 
Ein Vergleich verschiedener Thrombinkonzentrationsangaben und deren 
Umrechnungsfaktoren sind in Tab. 12 angegeben. Im Durchschnitt kann 1 ml Plasma 
17,5 NIH Einheiten Thrombin erzeugen125. Die Umsetzung des chromogenen 
Substrats S-2238 ist proportional zur enzymatischen Aktivität des Thrombins und 
wird in NIH-Einheiten angegeben. 
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Tab. 12: Vergleich verschiedener Thrombinkonzentrationsangaben. Der aktuelle 
internationale Thrombinstandard von 1991 ist hochreines humanes α-Thrombin der 
Cohn Fraktion III mit humanen Serumalbumin und Puffersalzen (Ampullen Code 
89/588), erhältlich beim National Institute for Biological Standards and Control 
(NIBSC)126. 
1 NIH Einheit = 0,324 ± 0,073 µg  =  8,85 ± 2,0 pMol 
1 IOWA Einheit = 0,83 NIH Einheiten 
1 WHO Einheit = 0,56 NIH Einheiten 
 
Als Grundlage für die Freisetzungsstudien biologisch aktiven Thrombins dient eine 
Kalibrationskurve (Abb. 39). 
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Abb. 39: Kalibrationsgerade zur Bestimmung des biologisch aktiven Trombins mit 
Hilfe von p-Nitroanilin (pNA), das vom chromogenen Substrats S-2238 durch 
Thrombin abgespalten wird. Bestimmt wird die OD von pNA in PBS bei 405 nm. Die 
enzymatische Umsetzung wird durch pH-Wert-Erniedrigung (< pH 2) durch Zugabe 
von 20%iger Essigsäure nach 60 s abgebrochen. 
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Bei der Bewertung der gemessenen Thrombinaktivitäten der Thrombinfreisetzungs-
studien mit Hilfe des chromogenen Substrats S-2238 muss die pH-Wert abhängige 
Enzymaktivität (Abb. 40) aufgrund der sauren Abbauprodukte (Milchsäure und 
Glycolsäure) der Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50 Mikrosphären (s. Abb. 32) 
berücksichtigt werden. Thrombin besitzt ein Aktivitätsmaximum oberhalb von pH 6 
und verliert durch Absenken des pH Wertes rasch vollständig seine enzymatische 
Aktivität. 
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Abb. 40: pH-Wert abhängige Thrombinaktivität. Gemessen wurde die OD von 
p-Nitroanilin, das aus dem chromogenen Substrat S-2238 durch Thrombin freigesetzt 
wird. Der pH-Wert wurde durch Zugabe von D,L-Milchsäure eingestellt. Gemessen 
wurde der pH-Wertbereich 3 - 10, da die Abbauprodukte Milchsäure und Glycolsäure 
der Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50 Mikrosphären zu einer pH-Wert-Erniedrigung 
der PBS Puffer-Lösung führen können. 
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3.4.2. Einfluss der Thrombineinwaage auf das Freisetzungsverhalten von 
Thrombin 
 
Der Zusammenhang zwischen der eingesetzten Thrombineinwaage und dem 
entsprechendenden Freisetzungsprofil von Thrombin aus Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 
50:50 Mikrosphären ist in Abb. 41 beschrieben. 
 
Als Thrombinpräparat zur Herstellung Thrombin-enthaltender Mikrosphären wurde 
lyophilisiertes bovines Thrombin mit einer Aktivität von 50 NIH-E/mg verwendet. Als 
Zuschläge enthält das Präparat Mannit, Tween® 80 sowie CaCl2. Zum Vergleich der 
verschiedenen Prozessparameter werden ausschließlich Mikrosphären, die mit 
Thrombin der gleichen Thrombinpräparat–Chargennummer hergestellt wurden, 
verwendet. Die in Abb. 41 untersuchten Thrombin-enthaltenden Sphären wurden mit 
einem Thrombinpräparat, das 7,24 Gewichts% Thrombin enthielt, hergestellt. 
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Abb. 41: Einfluss der Thrombineinwaage auf das Freisetzungsverhalten Thrombin- 
enthaltender Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50 Mikrosphären bei gleichem w:o-
Phasenverhältnis und gleicher Polymerkonzentration. Aufgetragen ist die 
zeitabhängige kumulative Freisetzung von Thrombin in PBS-Puffer bei 37°C (Her-
stellungsparameter siehe Anhang Tab. 19). 
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Für eine Einwaage des Thrombinpräparates von „100 mg“ (7,24 mg Thrombin) bzw. 
„300 mg“ (21,74 mg Thrombin) wird eine Freisetzung von Thrombin innerhalb der 
ersten 36 h aus Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50 Mikrosphären von ca. 230 µg 
pro 100 mg Sphären, die ca. 65% des Gesamtgehaltes entspricht bzw. 
ca. 340 µg pro 100 mg Sphären, die ca. 60% des Gesamtgehaltes entspricht, 
beobachtet: Eine weitere Freisetzung von ca. 35 µg bzw. ca. 50 µg Thrombin pro 100 
mg Sphären folgt über 21 d. Das insgesamt freigesetzte Thrombin entspricht ca. 72% 
für eine Thrombinpräparateinwaage von „100 mg“ bzw. ca. 68% für eine Einwaage 
von „300 mg“ bezogen auf den Thrombingehalt der Sphären. 
 
Die Zunahme der freigesetzten Thrombinmenge bei einer Erhöhung der 
Thrombineinwaage ist nicht proportional zur eingesetzten Thrombinmenge, da  die 
Effizienz der Verkapselung mit steigender Einwaage abnimmt. Die Effizienz des 
Verfahrens zur Herstellung Thrombin-enthaltender Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50 
Mikrosphären bezogen auf die eingesetzte Thrombinmenge ist in Abb. 42 dargestellt. 
Sie nimmt von ca. 85% bei einer Einwaage von „100 mg“ auf ca. 50% und einer 
Einwaage von „300 mg“ ab, während der Thrombingehalt um das fünffache von ca. 
0,12 Gewichts% auf ca. 0,57 Gewichts% zunimmt. 
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Abb. 42: Thrombingehalt und Effizienz der Verkapselung Thrombin-enthaltender 
Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50 Mikrosphären in Abhängigkeit von der 
Thrombineinwaage (Herstellungsparameter siehe Anhang Tab. 19). 
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Das Ergebnis der in Abb. 41 dargestellten zunehmenden Freisetzungsraten von 
Thrombin in Abhängigkeit von der Thrombineinwaage wird durch die Bestimmung 
des freigesetzten aktiven Thrombins aus Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50- 
Mikrosphären bestätigt (Abb. 43). Es wird eine Freisetzung von 3,7 NIH-E pro 
100 mg Sphären für eine Einwaage von „100 mg  Thrombinpräparat“ bzw. 
13,8 NIH-E pro 100 mg Sphären für eine Einwaage von „300 mg“ innerhalb der 
ersten 36 h beobachtet. Eine weitere Freisetzung von 0,5 NIH-E bzw. 2,7 NIH-E pro 
100 mg Sphären folgt innerhalb von 10 Tagen. 
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Abb. 43: Einfluss der Thrombineinwaage auf das Freisetzungsverhalten biologisch 
aktiven Thrombins aus Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50 Mikrosphären bei gleichem 
w:o-Phasenverhältnis und gleicher Polymerkonzentration. Aufgetragen ist die 
kumulative Freisetzung von aktivem Thrombin in NIH-Einheiten in PBS-Puffer bei 
37°C (Herstellungsparameter siehe Anhang Tab. 19). 
 
Die gemessene Thrombinaktivität entspricht 2,3% („100 mg“) bzw. 6,3% („300“ mg) 
der theoretisch eingesetzten Aktivität von 5000 bzw. 15000 NIH-Einheiten. 
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Der extreme Aktivitätsverlust des eingesetzten Thrombins ist auf 
 
- die hohen Scherkräfte zum Herstellen der (w1/o)-primär Emulsion 
- die Denaturierung und Agglomeration an der hydrophilen/hydrophoben 
Grenzfläche der (w1/o)-primär Emulsion 
- den Wirkstoffverlust an die äußere wässrige Phase 
- den Lyophilisationsprozess der Thrombin-enthaltenden Mikrosphären 
 
zurückzuführen. 
 
Durch den Abbau des Poly(D,L-lactid-co-glycolid) kommt es zu einer pH-Wert 
Erniedrigung des Freisetzungsmediums, die mit der Abnahme der Thrombinaktivität 
verbunden ist. Durch Austausch des Freisetzungsmediums kann eine extreme pH-
Wert Erniedrigung verhindert werden. In Abb. 44 ist die durchschnittliche Abnahme 
des pH-Wertes des Freisetzungsmediums durch Abbau der Poly(D,L-lactid-co-
glycolid)-Sphären der durchgeführten Freisetzungsstudien wiedergegeben. Die 
durchschnittlich gemessenen pH-Werte liegen zwischen pH = 7,1 und pH = 6,6 und 
im Bereich der höchsten pH-Wert abhängigen Thrombinaktivität (Abb. 42).  
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Abb. 44: Durchschnittliche Abnahme des pH-Wertes des Freisetzungsmediums 
durch Abbau der Poly(D,L-lactid-co-glycolid)-Sphären. Das Freisetzungsmedium wird 
nach jedem Messpunkt ausgetauscht. 
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pH 7,4 
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Die in vitro gemessene kumulierte Thrombinaktivität wird zuätzlich durch die in vitro 
Halbwertszeit der Thrombinaktivität beeinflusst. In Abb. 45 ist der zeitabhängige 
Aktivitätsverlust von Thrombin in PBS-Puffer bei 37°C angegeben. Die 
Thrombinaktivität besitzt eine Halbwertszeit von ca. 4 Tagen. Diese Einflüsse 
müssen bei der Untersuchung und Bewertung der in vitro gemessenen Freisetzung 
biologisch aktiven Thrombins berücksichtigt werden. 
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Abb. 45: Zeitabhängige Thrombinaktivität in PBS-Puffer bei 37°C. (Ausgangs-
konzentration 1 NIH-E Thrombin / ml PBS). 
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3.4.3. Einfluss der Polymerkonzentration in Abhängigkeit vom Lösemittel-
volumen auf das Freisetzungsverhalten von Thrombin 
 
Die Abhängigkeit der Thrombinfreisetzung von der verwendeten Polymerkonzentra-
tion der dispergierten o-Phase der komplexen ((w1/o)/w2)-Emulsions-Evaporations-
Methode ist in Abb. 46 wiedergegeben. Mit zunehmendem Volumen der o-Phase von 
20 bzw. 40 ml bei gleicher Polymereinwaage von 2,5 g führt die abnehmende 
Polymerkonzentration zur Abnahme der mittleren Sphärengröße von 82,4 µm auf 
58,6 µm. Die damit verbundene Vergrößerung der spezifischen Sphärenoberfläche 
bewirkt eine erhöhte Thrombinfreisetzung. Es ist eine kontinuierliche Freisetzung von 
ca. 28 µg bzw. ca. 40 µg Thrombin über einen Zeitraum von 23 Tagen zu 
beobachten. 
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Abb. 46: Einfluss des Volumens der dispergierten Methylenchloridphase (o-Phase) 
bei gleicher Polymer- und Thrombineinwaage und Volumen der inneren wässrigen 
Phase (w1-Phase) auf das Freisetzungsverhalten von Thrombin aus Poly(D,L-lactid-
co-glycolid) 50:50 Mikrosphären. Aufgetragen ist die kumulative Thrombinfreisetzung 
in PBS-Puffer bei 37°C (Herstellungsparameter siehe Anhang Tab. 20). 
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3.4.4. Einfluss der Phasenverhältnisse der Primäremulsion auf das 
Freisetzungsverhalten von Thrombin 
 
Der Einfluss des w1:o Phasenverhältnisses der komplexen ((w1/o)/w2)-Emulsions-
Evaporations-Methode auf das Freisetzungsverhalten von Thrombin aus Poly(D,L-
lactid-co-glycolid) 50:50 Mikrosphären ist in Abb. 47 dargestellt. Eine Vergrößerung 
der inneren wässrigen Phase von 1 ml auf 5 ml führt zu einer stark ausgeprägten 
schlagartigen Freisetzung („burst effect“). Innerhalb der ersten 12 h wird für das w1:o 
Phasenverhältnis von 5:40 die zwanzigfache Thrombinmenge (ca. 190 µg) im 
Vergleich zum Phasenverhältnis von 1:40 (ca. 8,8 µg) freigesetzt. Eine weitere 
Thrombinfreisetzung (ca. 65 µg) folgt über 4 Tage. Für das 1:40 Phasenverhältnis 
wird eine deutlich kleinere und langsamere anhaltende Freisetzung über den 
gesamten Zeitraum von 23 Tagen (ca. 40 µg) beobachtet. 
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Abb. 47: Einfluss des w1:o-Phasenverhältnis der komplexen ((w1/o)/w2)-Emulsions-
Evaporations-Methode auf die Thrombinfreisetzung aus Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 
50:50 Mikrosphären bei gleicher Polymerkonzentration (0,05 g/ml) und 
Thrombineinwaage. Aufgetragen ist die kumulative Freisetzung von Thrombin in 
PBS-Puffer bei 37°C (Herstellungsparameter siehe Anhang Tab. 21). 
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Die erhöhte Freisetzung wird durch eine zunehmende Porosität der inneren 
Sphärenstruktur aufgrund der Volumenzunahme der eingeschlossenen inneren 
wirkstoffhaltigen wässrigen Phase verursacht (Abb. 48). Ist das Phasenverhältnis bei 
einer niedrigen Polymerkonzentration zu groß, werden mechanisch wenig belastbare 
Sphären gebildet. Das zunehmende Phasenverhältnis führt zu offenen, durchgehend 
porösen Sphären. Die offene Struktur führt schließlich zum vollständigen Verlust des 
Wirkstoffes und der anhaltenden Freisetzungseigenschaften. In Abb. 49 sind 
schematisch Beispiele für eine geeignetes und ungeeignetes Phasenverhältnis bei 
gegebener Polymerkonzentration dargestellt. 
 
Thrombin enthaltende Poren
w -Phase = 1 ml1 w -Phase = 5 ml1  
 
Abb. 48: Die zunehmende Porosität der inneren Sphärenstruktur wird durch das 
Vergrößern der inneren wässrigen Phase der komplexen ((w/o)/w)-Emulsions-
Evaporations-Methode verursacht. Die Feisetzungsrate steigt bei zunehmendem 
w1:o-Phasenverhältnis. 
Abb. 49: Poröse Mikrosphären mit einer geschlossenen Sphärenoberfläche (links); 
Mikrosphären ohne geschlossene Sphärenoberfläche mit einer extrem offenen, 
schwammartigen inneren Struktur. 
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3.4.5. Einfluss von wasserlöslichen bzw. quellenden Hilfsstoffen auf das 
Freisetzungsverhalten von Thrombin 
 
Die Zugabe eines festen wasserlöslichen Zuschlages (z.B. NaCl) oder quellenden 
wasserlöslichen Polymers (z.B. Polyethylenglycol) zur Mikrosphärenmatrix führt zu 
einer beschleunigten Freisetzung von Thrombin aus Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 
50:50 Mikrosphären. Durch Herauslösen bzw. Quellen des wasserlöslichen Zu-
schlags werden mit Wasser gefüllte Poren und Kanäle in der Sphärenmatrix gebildet, 
die eine Freisetzung des Wirkstoffes fördern. In Abb. 50 ist die beschleunigte 
Freisetzung von Thrombin durch Poren- und Kanalbildung mittels Polyethylenglycol 
(PEG) schematisch dargestellt. 
 
Porenbildner (PEG)
PLGA 50:50 Mikrosphärenmatrix
Thrombin
durch Quellen bzw. Herauslösen
von PEG verursachte wassergefüllte 
Kanäle und Poren
 
 
Abb. 50: Schematische Darstellung der verstärkten Freisetzung von Thrombin durch 
Quellen bzw. Herauslösen des wasserlöslichen Polymers Polyethylenglycol (PEG) 
unter Ausbildung Wasser gefüllter Poren und Kanäle in der hydrophoben PLGA 
50:50 Sphärenmatrix. 
 
In Abb. 51 ist die Abhängigkeit der Thrombinfreisetzung von dem verwendeten 
Polyethylenglycolanteil in Gewichts% der Sphärenmatrix dargestellt. Durch Zunahme 
des Polyethylenglycolanteils (Mw 5000) von 4 Gewichts% auf 20 Gewichts% nimmt 
die Freisetzungsrate von Thrombin zu. Eine weitere Erhöhung des PEG-Gehaltes 
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von 20 Gewichts% auf 30 Gewichts% führt zu keiner weiteren Beschleunigung der 
Thrombinfreisetzung. 
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Abb. 51: Einfluss des wasserlöslichen quellenden Hilfsstoffes Polyethylenglycol auf 
die Thrombinfreisetzung aus Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50 Mikrosphären bei 
gleicher Thrombineinwaage und gleichem w1:o-Phasenverhältnis. Aufgetragen ist die 
kumulative Thrombinfreisetzung in PBS-Puffer bei 37°C (Herstellungsparameter 
siehe Anhang Tab. 22). 
 
 
 
3.4.6. Collagentamponaden mit Thrombin enthaltenden Poly(D,L-lactid-co-
glycolid) 50:50-Mikrosphären 
 
Die Anwendung von Collagen in der Medizin ist aufgrund seiner sehr guten 
Biokompatibilität weit verbreitet. Es wird beispielsweise in der kardiovaskulären 
Chirurgie als Blutgefäßersatz oder Herzklappenersatz, in der Orthopädie als 
Knochenersatz, Bänder- und Sehnenersatz verwendet. Eine häufige Anwendung 
stellt die Wundabdeckung dar. Seine blutstillende Wirkung resultiert aus der 
mechanischen Kompression, der Absorption des Wundsekrets und der 
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Thrombozytenaggregation. Die Thrombozytenaggregation wird durch die 
Ausschüttung von Mediatoren (ADP, 5-Hydroxytrypamin, Prostagladine, Thromboxan 
A2, Serotonin und Fibronectin) hervorgerufen und führt schließlich zur Blutgerinnung. 
Bei zahnärztlich chirurgischen Eingriffen mit Knochenwunden kann durch die 
blutstillenden Eigenschaften des Collagens eine initiale Blutstillung hervorgerufen 
werden und stellt den gegenwärtigen Therapiestandard dar (Abb. 52). 
 
 
 
Abb. 52: Zahnärztlich chirurgischer Eingriff bei dem mit Hilfe von 
Kompressionsnähten, Tamponaden und einer Bolusapplikation eines Fibrinklebers 
eine initiale Blutstillung beherrscht wird. 
 
 
Auf diesem Therapiestandard aufbauend werden Thrombin-enthaltende Poly(D,L-
lactid-co-glycolid) 50:50 Mikrosphären in ein Collagenvlies mittels Gefriertrocknung 
inkorporiert, die sukzessive Thrombin freisetzen und eine Blutgerinnung über 
mehrere Tage fördern. Die positiven Hämostase herbeiführenden Eigenschaften des 
Collagens werden mit einem Thrombinfreisetzungssystem kombiniert, das den 
postoperativen Blutungskomplikationen gerinnungsinkompetenter Patienten ent-
gegenwirkt. 
 
Die Mikrosphären werden in einer Collagensuspension homogen suspendiert und in 
eine geeignete Form gegossen. Die Collagen/Sphärensuspension wird bei - 78°C 
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eingefroren und anschließend einer Gefriertrocknung unterworfen. Die so 
hergestellten Collagen/Sphären-Schwämme besitzen gute zum Tamponieren der 
Wunde notwendige Eigenschaften (Abb. 53). 
 
Zur Verbesserung der Enzymstabilität wurde in Bezug auf die durchgeführten 
Einfrier- und Trocknungsprozesse die innere wässrige Phase mit Glycerin 
(66 Gewichts%), das zusätzlich emulsionsstabilisierende Eigenschaften besitzt, 
versetzt. 
 
Abb. 53: Collagen-Mikrosphären-Suspension mit Gefriertrockungsform (links), mit 
Thrombin-beladenen Mikrosphären dotierte gefriergetrocknete Collagen-
Tamponaden (Maße: Ø12 mm, Länge 20 mm) (rechts). 
 
In Abb. 54 ist eine rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen eines Querschnittes 
einer Mikrosphären-dotierten Collagen-Tamponaden dargestellt. Die Mikrosphären 
sind in der Tamponade durch das Collagen fixiert. Der Querschnitt zeigt die innere 
poröse schwammartige Struktur der Mikrosphären, die ein Abbild der inneren w/o-
Emulsion wiedergibt. Die Sphärenstruktur ist von den verwendeten 
Prozessparametern, w1:o- bzw. o:w2-Phasenverhältnis, Polymerkonzentration, 
Temperatur und Druck abhängig. Die großen Poren im Zentrum der Mikrosphären 
entstehen durch das Brechen der vorliegenden instabilen (w1/o)-Emulsion, das zur 
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Vereinigung der inneren dispergierten wässrigen Phase führt. Infolge des 
fortlaufenden Entfernens des Polymerlösemittels kommt es zu einem Erhärten der 
Sphären von außen nach innen, so dass im Zentrum der „unreifen“ Mikrosphären 
das Brechen der Emulsion weiter fortschreiten kann und zu größeren Poren führt.  
 
Abb. 54: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme einer Mikrosphären dotierten 
Collagen-Tamponade. In der Bildmitte ist der Querschnitt einer Thrombin- 
enthaltenden Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50 Mikrosphäre zu sehen. Die 
Mikrosphären sind durch das Collagen in der Collagenmatrix fixiert. 
 
Die in der Tamponade enthaltende Thrombindosis kann sowohl durch das 
Collagen/Mikrosphären-Verhältnis als auch durch Mikrosphären mit höherem 
Thrombingehalt variiert werden. Die Freisetzung von Thrombin aus den 
Mikrosphären dotierten Tamponaden wurde nicht untersucht. 
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3.5. Herstellung von Mikrosphären zur Unterstützung des Tissue Engineering 
 
Als Tissue Engineering bezeichnet man die Entwicklung von künstlichen Geweben 
oder Gewebersatzsystemen zur Unterstützung oder Substitution von kranken 
Geweben oder Organen. Es stellt in den letzten Jahren eine der größten 
Herausforderungen der interdisziplinären Biomaterialforschung dar. Zwei 1999 
veröffentliche Studien berichten über erfolgreiche in-vitro-Züchtungen von Arterien 
und der Harnblase127. Das neue Gewebe wird dabei durch Besiedlung eines 
bioabbaubaren polymeren Trägergerüstes (Scaffold) mit lebenden Zellen hergestellt. 
Das polymere Gerüst bestimmt dabei die dreidimensionale Form des Gewebes und 
baut sich idealerweise sukzessive mit fortschreitendem Einwachsen der Zellen ab. 
Eine der Herausforderungen besteht dabei in der Steuerung des Zellwachstums, 
zum Beispiel der Förderung der Angiogenese, welche die Nährstoffversorgung der 
Zellen in ausreichendem Maße sicherstellt, sowie der Expression der 
entsprechenden extrazellulären Matrix. Bei der Kultivierung in vitro wird häufig eine 
Dedifferenzierung der Zellkulturen beobachtet. Um diesen Vorgang der Dedifferen-
zierung in vitro zu vermeiden, ist neben der Optimierung einer 3D Matrix die 
Anwendung von Signalmolekülen, zum Beispiel Wachstumsfaktoren, ein Ansatz. Der 
Erfolg der Anwendung von Signalmolekülen ist von ihrer Verfügbarkeit am Zielort 
abhängig. Die kontrollierte Freisetzung von Signalmolekülen aus Mikrosphären, die 
im Scaffold verteilt sind, stellt hierfür eine geeignete Lösung dar128.  
 
Die bereits in 3.3 beschriebene Methode zur Herstellung Thrombin-enthaltender 
resorbierbarer Mikrosphären kann ebenfalls zur Herstellung eines 
Freisetzungssystems für Signalmoleküle z.B. Wachstumsfaktoren zur Unterstützung 
des Tissue Engineering herangezogen werden. Insulin, das wachstumsfördernde 
Eigenschaften besitzt129, soll zur Herstellung von Mikrosphären zur Unterstützung 
des Tissue Engeneering verwendet werden.  
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3.5.1. Herstellung von Insulin enthaltenden Poly(D,L-lactid-co-
glycolid) 50:50 – Mikrosphären 
 
Die Herstellung Insulin-enthaltender Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50 Mikrosphären 
erfolgt analog der in Kapitel 3.4 beschriebenen komplexen Emulsions-Evaporations-
Methode zur Herstellung Thrombin-enthaltender resorbierbarer Sphären. Hierbei wird 
porcines Insulin in einem alkalischen Bicarbonat Puffer (pH 9,4) gelöst bzw. 
suspendiert und in einer Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50-Methylenchlorid-Lösung 
mit Hilfe eines Ultraturrax (Basic T25, IKA, Staufen, Deutschland) bei 16000 U/min 
emulgiert. Diese primäre (w1/o)-Emulsion wird in einer auf 15°C temperierten 
wässrigen Polyvinylalkohol-Lösung durch Rühren unter Ausbildung einer komplexen 
((w1/o)/w2)-Emulsion emulgiert. Durch Reduzieren des Druckes auf 400 mbar wird 
die leichtflüchtige Methylenchlorid-Phase vollständig entfernt, und die Insulin- 
enthaltenden Mikrosphären werden nach mehrfachem Waschen isoliert und 
lyophilisiert. Die Herstellungsparameter werden in Hinblick auf das 
Freisetzungsverhalten, die Effizienz in Bezug auf die eingesetzte Insulinmenge und 
die Sphärenmorphologie untersucht. Die Freisetzung von Insulin aus resorbierbaren 
PLGA 50:50 Mikrosphären in Abhängigkeit von 
 
- der Insulineinwaage 
- der Polymerkonzentration in der dispergierten Methylenchlorid-Phase  
(o-Phase) 
- dem w1:o-Phaseverhältnis 
 
wurde über einen Zeitraum von 6 Wochen in PBS-Puffer bei 37°C untersucht. Die 
freigesetzte Insulinmenge ist über die Zeit kumulativ aufgetragen. Die Insulin 
Freisetzungsraten wurden mit Hilfe des bereits beschriebenen Bradford-Tests 
quantitativ bestimmt. 
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3.5.2. Einfluss verschiedener Herstellungsparameter auf den Insulingehalt 
von Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50-Mikrosphären 
 
Die Vereinigung der dispergierten inneren Wirkstoff-enthaltenden Phase (w1) mit der 
äußeren kontinuierlichen wässrigen Phase (w2) führt zum irreversiblen Verlust an 
Wirkstoff und ist von verschiedenen Herstellungsparametern der ((w1/o)/w2)-
Emulsions-Evaporations-Methode abhängig. Die Effizienz der Verkapselung, die als 
prozentualer Anteil des in den Sphären enthaltenden Insulin von der eingesetzten 
Insulinmenge angegeben wird, ist ein entscheidender Parameter für das Verfahren. 
So spielen die einzelnen Phasenverhältnisse (w1/o) sowie (o/w2), die Wirkstoff- und 
Polymerkonzentration und die Stabilität der Primäremulsion (w1/o), Temperatur und 
Druck eine entscheidende Rolle. Der Insulingehalt und die Effizienz der 
Insulinverkapselung in Abhängigkeit von dem verwendeten w1:o-Phasenverhältnis ist 
in Abb. 55 wiedergegeben. 
 
Bei gleicher Insulineinwaage von 10 mg nimmt mit steigendem w1:o-Phasen-
verhältnis von 0,0125 auf 0,05 der Insulingehalt der Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50 
Sphären von 0,21 Gewichts% auf 0,28 Gewichts% zu. Die Effizienz der 
Insulinverkapselung steigt dabei von 52 % auf 76 % an. Wird das Phasenverhältnis 
weiter erhöht, kommt es zu einem zunehmenden Wirkstoffverlust an die äußere 
wässrige Phase. Der Insulingehalt bzw. die Effizienz nimmt bei einem 
Phasenverhältnis von 0,075 auf 0,27 Gewichts% bzw. 68 % ab. Der partielle Verlust 
der dispergierten inneren w1-Phase an die äußere w2-Phase wirkt sich bei 
zunehmendem w1:o-Phasenverhältnis durch die abnehmende Wirkstoffkonzentration 
der Wirkstoff-enthaltenden inneren w1-Phase (10/0,25 mg/ml bzw. 10/1mg/ml) 
geringer aus und spiegelt sich in einem höheren Wirkstoffgehalt und einer 
gesteigerten Effizienz der Verkapselung wider. Steigt das Phasenverhältnis weiter an 
kommt es zu einem verstärkten partiellen Wirkstoff-Verlust der w1-Phase an die 
äußere w2-Phase, der sich in einem niedrigeren Wirkstoffgehalt und einer reduzierten 
Effizienz der Verkapselung niederschlägt. Dieses Ergebnis wird durch den in Abb. 56 
dargestellten Zusammenhang zwischen Insulineinwaage und Effizienz der 
Verkapselung untermauert. Bei zunehmender Insulineinwaage von 10 mg auf 40 mg 
nimmt die Konzentration der dispergierten w1-Phase zu. Der partielle Verlust der w1-
Phase wirkt sich bei steigender Insulinkonzentration zunehmend negativ auf die 
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Effizienz aus, während der Insulingehalt der Sphären anwächst. Bei gleichem w1:o-
Phasenverhältnis von 0,05 nimmt der Insulingehalt von 0,31 Gewichts% auf 0,81 
Gewichts% zu, gleichzeitig nimmt die Effizienz in Bezug auf die eingesetzte 
Insulinmenge von 76 % auf 49 % ab. 
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Abb. 55: Insulingehalt und Effizienz der Verkapselung von Insulin in Abhängigkeit 
von dem w1:o-Phasenverhältnisse (Herstellungsparameter siehe Anhang Tab. 23). 
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Abb. 56: Insulingehalt und Effizienz der Verkapselung von Insulin in Abhängigkeit der 
Insulineinwaage (Herstellungsparameter siehe Anhang Tab. 24). 
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3.5.3. Einfluss verschiedener Herstellungsparameter auf die Sphärenmor-
phologie Insulin enthaltener  Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50-Mikrosphären  
 
Die in Abb. 57 A-D dargestellten rasterelektronenmikroskopischen Bilder zeigen 
keinen signifikanten Einfluss des w1:o-Phasenverhältnisses im untersuchten Bereich 
 
 
 
Abb. 57: REM Aufnahmen insulinhaltiger PGLA 50:50 - Mikrosphären: w1/o-
Phasenverhältnis  (A) = 0,1; (B) = 0,2; (C) = 0,3; (D) = 0,6; Insulinkonzentration (E) = 
20 mg/ml; (F) = 40 mg/ml. 
A B
C D
E F
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zwischen 0,1-0,6 auf die Oberflächenmorphologie der Sphären. Die Mikrosphären 
weisen eine geschlossene Oberfläche auf, die eine himbeerförmige Struktur besitzt, 
welche auf die schwammartige innere Struktur der Sphären zurückzuführen ist. Eine 
Zunahme der Insulineinwaage von 20 mg auf 40 mg weist ebenfalls keinen Effekt auf 
die Oberflächenmorphologie auf (Abb. 57 E-F). 
 
Die in Abb. 58 dargestellten Mikrosphärenquerschnitte (Bild 2 und 3) zeigen den 
typischen inneren Aufbau der mittels komplexer ((w1/o)/w2)-Emulsions-Evaporations-
Methode hergestellten Mikrosphären. Zu sehen ist ein schwammartiger 
geschlossener Randbereich, der ein Abbild der primären (w1/o)-Emulsion ist. 
 
Schnittebenen
1
23
 
Abb. 58: REM Aufnahmen der Oberfläche sowie von zwei verschiedenen 
Schnittebenen von Insulin-enthaltenden Mikrosphären. 
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Bedingt durch die partielle Mischbarkeit von Methylenchlorid mit der äußeren 
wässrigen Phase kommt es zur Extraktion des organischen Lösemittels aus der 
dispergierten o-Phase. Durch die in Abb. 24 bereits beschriebene Extraktion des 
organischen Lösemittels kommt es zur Ausbildung eines Polymerfilms an der (o/w2)-
Phasengrenzfläche. Innerhalb des sich ausbildenden Polymerfilms wird die 
Koaleszenz der Primäremulsion verlangsamt, kommt schließlich zum Stillstand und 
führt zu einem schwammartigen Randbereich. Durch das Zusammenfließen der 
dispergierten w1-Phase der instabilen primären (w1/o)-Emulsion im 
methylenchloridreichen inneren Bereich der dispergierten o-Phase kommt es zur 
Ausbildung großer Wassertropfen, die sich schließlich als große Kavitäten in den 
Mikrosphären abbilden. Abb. 59 zeigt den schematischen Verlauf der 
Mikrosphärenreifung durch sukzessives Entfernen der organischen Phase bei 
fortschreitender Koaleszenz der primären (w1/o)-Emulsion. 
 
Zeit
in die äußere wässrige Phase (w )
austretendes organisches Lösemittel
2
äußere wässrige Phase (w )2
dispergierte Wirkstoff enthaltende Polymerlösung (w /o-Emulsion)1
 
Abb. 59: Schematischer Verlauf der Mikrosphärenreifung durch sukzessives 
Entfernen der organischen Phase. 
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Die Koaleszensrate der w1-Phase kann durch Einfluss auf die Emulsionsstabilität der 
(w1/o)-Emulsion verändert werden. Die Emulsionsstabilität ist von der Stärke der 
Energiebarriere, die ein Zusammenfließen der dispergierten Tröpfchen verhindert, 
abhängig. Hierdurch können Mikrosphären mit unterschiedlichen Kernstrukturen und 
den damit verbundenen Freisetzungseigenschaften erzeugt werden. In Abb. 60 sind 
rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Querschnitten mit unterschiedlicher 
Kernstruktur dargestellt. Zur Emulsionsstabilität der (w1/o)-Emulsion können folgende 
Faktoren zu unterschiedlichen Anteilen beitragen: 
 
- Verteilungsgrad der inneren Phase, 
- Qualität des Grenzflächenfilms, 
- Viskosität der äußeren Phase, 
- Phasenvolumenverhältnis, 
- Differenz der spezifischen Dichte der Phasen. 
 
Insbesondere Emulgatoren mit einem niedrigen HLB-Wert (<10) sind zum 
Stabilisieren von (w/o)-Emulsionen geeignet. Proteine (z.B. Serumalbumine, 
Gelatine), Hydrokolloide (z.B. Polyvinylalkohol) oder Feststoffteilchen können unter 
Ausbildung  von hochviskosen, elektrisch geladenen und sterisch behinderten 
Grenzflächenschichten Einfluss auf die Emulsionsstabilität nehmen. 
 
Abb. 60: Bei Erniedrigung des w1:o-Phasenverhältnis in Verbindung mit Serumalbumin 
(A) entsteht durch eine dichten Mikrosphärenmatrix, die kleine isolierte Kavitäten 
besitzt, und zu einer langsamen Wirkstofffreisetzung führt; emulsions-stabilisierende 
Zuschläge (z.B. Glycerin) (B) bewirkt einen vergrößerten schwammartigen 
Strukturbereich, der im Zentrum größere Kavitäten besitzt. 
A B
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Der Einfluss der Viskosität der o-Phase auf die Emulsionsstabilität kann mit Hilfe der 
Smoluchowski-Gleichung beschrieben werden: 
 
( )
η⋅
⋅⋅⋅
=−
3
8 2TrcTk
dt
dc       (Gleichung 2) 
dcTr /dt = Änderung der Tropfenkonzentration mit der Zeit 
k  = Bolzmannkonstante 
T  = absolute Temperatur 
cTR  = Konzentration der dispergierten Tropfen 
η  = Viskosität der kontinuierlichen Phase 
 
 
Durch sukzessives Entfernen der dispergierten organischen Phase nimmt die 
Viskosität der o-Phase, die maßgeblich durch die Polymerkonzentration bestimmt 
wird, mit steigender Polymerkonzentration exponentiell zu (Abb. 61), so dass die 
Koaleszensrate der Primäremulsion abnimmt und schließlich das Brechen der 
Emulsion zum Stillstand kommt. 
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Abb. 61: Abhängigkeit der Viskosität η einer Methylenchlorid-Resomer RG 504-
Lösung (Mw 53 000) von der Polymerkonzentration bei 15°C. 
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Durch schnelles Herunterkühlen der Primäremulsion unterhalb des Festpunktes der 
w1-Phase (<-15°C) bzw. Einfrieren der Primäremulsion (Kryo-Emulsions-
Evaporations-Methode; Kapitel 3.7.3) kann das Eintreten der Koaleszenz der 
instabilen primären (w1/o)-Emulsion verzögert werden. 
 
In Abb. 62 ist die Einflussnahme der Viskosität der o-Phase der komplexen 
((w1/o)/w2))-Emulsions-Evaporations-Methode durch Zunahme der Polymerkonzen-
tration auf die mittlere Sphärengröße dargestellt. Es besteht ein exponentieller 
Zusammenhang zwischen der mittleren Sphärengröße und der Viskosität der 
Polymerlösung. Die Abhängigkeit der Größenverteilung fällt mit einem Exponenten 
von 0,16 im Vergleich zur Scherkraft (vergleiche Abb. 26) relativ schwach aus. 
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Abb. 62: Einfluss der Viskosität der Polymerlösung der dispergierten o-Phase einer 
komplexen w1/o/w2-Emulsion auf die mittlere Sphärengröße bei einer  Temperatur 
von 15°C, identischer Emulgatorkonzentration (2% PVAl-Lösung 72000) der äußeren 
wässrigen Phase sowie einer Scherkraft von 400 U/min zur Herstellung der o/w2-
Emulsion. 
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3.5.4. Einfluss der Insulineinwaage auf das Freisetzungsverhalten von 
Insulin 
 
Die von der Insulineinwaage abgängige Freisetzung von Insulin aus Poly(D,L-lactid-
co-glycolid) 50:50 Mikrosphären mit einem mittleren Sphärendurchmesser 
d(0,5) Vol % von ca. 105 µm ist in Abb. 63 dargestellt. 
 
Mit zunehmender Insulineinwaage von 10 mg, 20 mg bzw. 40 mg nimmt die zeitlich 
freigesetzte Insulinmenge pro 100 mg Sphären entsprechend der Einwaage bzw. 
dem korrespondierenden Insulingehalt der Mikrosphären von 0,31 Gewichts%, 
0,55 Gewichts % bzw. 0,81 Gewichts % zu. Es ist in allen Fällen eine Freisetzung 
über 14 Tage zu verzeichnen. Für eine Insulineinwaage von 10 mg Insulin entspricht 
die Gesamtfreisetzung 52 µg Insulin pro 100 mg Sphären, das 33 % des 
Insulingehaltes der Sphären entspricht. Für eine Insulineinwaage von 20 mg bzw. 40 
mg wird eine Gesamtfreisetzung von ca. 183 µg (33% des Insulingehaltes) Insulin 
pro 100 mg Sphären bzw. 406 µg (50% des Insulingehaltes) Insulin pro 100 mg 
Sphären ermittelt. Bei den vorliegenden Freisetzungskurven ist eine schlagartige 
Freisetzung („burst effect“) des Wirkstoffes innerhalb der ersten 36 h zu beobachten, 
die mit steigender Insulineinwaage 10 %, 14 % bzw. 36 % des Gesamtgehaltes 
ausmacht. Diese schlagartige Freisetzung des Wirkstoffes ist auf eine lückenhafte 
Oberfläche, die eine schnelle Freisetzung des oberflächennahen Wirkstoffes 
herbeiführt, sowie den auf der Oberfläche adsorbierten Wirkstoff zurückzuführen. Die 
erkennbare erhöhte Freisetzungsrate zwischen dem 7. und 11. d ist auf den in 
Kapitel 3.3 beschriebenen einsetzenden Massenverlust der Polymermatrix nach 7 d 
zurückzuführen. Nach 14 Tagen ist keine weitere Freisetzung aus den Poly(D,L-
lactid-co-glycolid) 50:50 Mikrosphären zu verzeichnen. 
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Abb. 63: Zeitabhängige kumulative Freisetzung von Insulin aus Poly(D,L-lactid-co-
glycolid) 50:50 Mikrosphären in Abhängigkeit von der eingesetzten Insulineinwaage 
(10, 20, 40 mg Insulin) in PBS-Puffer bei 37°C (Herstellungsparameter siehe Anhang 
Tab. 24). 
 
 
 
3.5.5. Einfluss des w1:o-Phasenverhältnis auf das Freisetzungsverhalten 
von Insulin 
 
Die Freisetzung von Insulin aus Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50 -Mikrosphären in 
Abhängigkeit von dem w1:o-Phasenverhältnisses der ((w1/o)/w2)-Emulsions-
Evaporations-Methode ist in Abb. 64 dargestellt. Es zeigt sich, dass bei 
zunehmendem w1:o -Phasenverhältnis die Insulinfreisetzungsrate ansteigt. 
 
Die Insulinfreisetzungsprofile weisen innerhalb der ersten 12 h einen für 
Mikrosphären in Kapitel 3.5.4 beschriebenen typischen „burst effect“ auf . Es wird für 
das w1:o -Phasenverhältnis von 0,25:20 eine Freisetzung von 18,1 µg Insulin pro 
100 mg Mikrosphären ermittelt das entspricht 8,7 % des Insulingesamtgehaltes. Für 
das w1:o - Phasenverhältnis von 0,75:20 bzw. 1,5:20 wird eine Insulinfreisetzung von 
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45,4 µg, das einer Menge von 15,5 % des Insulingehaltes entspricht, bzw. eine 
Freisetzung von 78,5 µg, das 26,4 % des Insulingehaltes entspricht, gemessen. 
 
Für das w1:o - Phasenverhältnis von 0,25:20 wird nach der schlagartigen Freisetzung 
keine signifikante Freisetzung von Insulin innerhalb des untersuchten Zeitraumes 
festgestellt. Für die w1:o -Phasenverhältnisse von 0,75:20 bzw. 1,5:20 wird nach der 
schlagartigen Freisetzung eine weitere Freisetzung von Insulin über einen Zeitraum 
von 14 Tagen beobachtet. Für das w1:o - Phasenverhältnis von 0,75:20 wird eine 
folgende Freisetzung von ca. 24 µg Insulin beobachtet und führt zu einer 
Gesamtfreisetzung von 23,6 % des Insulingehalts der Sphären. Für das w1:o- 
Phasenverhältnis von 1,5:20 entspricht das einer Freisetzung von 32 µg Insulin und 
einer Gesamtmenge von 37,2 % des Insulingehalts der Sphären. 
 
Die Erniedrigung des Phasenverhältnisses 1,5:20 auf 0,25:20 führt zu einer deutlich 
dichteren Mikrosphärenmatrix und wurde bereits in Kapitel 3.5.3 Abb. 60 
beschrieben. Die dichtere Mikrosphärenmatrix führt zu zunehmend isolierten 
insulinhaltigen Kavitäten, die Insulin erst nach verstärktem Abbau des Polymers 
freisetzen. 
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Abb. 64: Dargestellt ist die kumulative Freisetzung von Insulin aus Poly(D,L-lactid-co-
glycolid) 50:50 Mikrosphären in Abhängigkeit von dem w1:o-Phasenverhältnisses. 
Die Freisetzung wurde in PBS-Puffer bei 37°C durchgeführt (Herstellungsparameter 
siehe Anhang Tab.23). 
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3.5.6. Einfluss der Polymerkonzentration auf das Freisetzungsverhalten 
von Insulin 
 
In Abb. 65 ist die Einflussnahme der Polymerkonzentration der o-Phase der 
((w1/o)/w2)-Emulsions-Evaporations-Methode auf das Freisetzungsverhalten von 
Insulin aus Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50 –Mikrosphären aufgetragen. Durch 
Verringerung der eingesetzten Polymerkonzentration nimmt die Freisetzungsrate von 
Insulin infolge der Abnahme des mittleren Sphärendurchmessers zu. Der mittlere 
Sphärendurchmesser d(0,5) in Vol % nimmt für die Polymerkonzentrationen der  
o-Phase von 0,125 g/ml, 0,0875 g/ml und 0,0625 g/ml von 110 µm über 85 µm auf 
75 µm ab. 
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Abb. 65: Dargestellt ist die Freisetzung von Insulin aus Poly(D,L-lactid-co-
glycolid) 50:50-Mikrosphären in Abhängigkeit der eingesetzten Polymerkonzentration 
von 0,125 g/ml, 0,0875 g/ml und 0,0625 g/ml. Die Freisetzung wurde in PBS-Puffer 
bei 37°C durchgeführt (Herstellungsparameter siehe Anhang Tab. 25). 
 
Zu beobachten ist die bereits beschriebene hohe Freisetzungsrate zu Beginn der 
Freisetzungsstudie. Für eine Polymerkonzentration von 0,125 g/ml wird innerhalb der 
ersten 12 h eine Freisetzung von 29 µg Insulin pro 100 mg Sphären ermittelt. Das 
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entspricht einer Freisetzung von 55 % der kumulierten Insulinfreisetzung nach 42 d, 
die insgesamt 52 µg beträgt. Für die Polymerkonzentration von 0,0875 g/ml wird eine 
Freisetzung von 61 µg Insulin pro 100 mg Sphären, das bei einer Gesamtfreisetzung 
von 141 µg Insulin 45 % der kumulierten Insulinfreisetzung nach 42 d entspricht, 
bzw. für die Polymerkonzentration von 0,0625 g/ml einer Freisetzung von 119 µg 
Insulin pro 100 mg Sphären, das bei einer Gesamtfreisetzung von 238 µg Insulin 
50 % der kumulierten Insulinfreisetzung nach 42 d entspricht, gemessen. 
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3.6. Herstellen von Gerüststrukturen für das Tissue Engineering mit einem 
Mikrosphären basierten Wirkstofffreisetzungssystem 
 
Für die Herstellung von Zelltransplantaten werden resorbierbare Trägersysteme 
benötigt, um die geforderte dreidimensionale Anordnung der Zellen sicherzustellen. 
Für die gleichmäßige Anheftung einer ausreichend hohen Zahl von Zellen und deren 
Versorgung mit Nährmedium sind eine hohe Porosität des tragenden Gerüstes und 
die Verbindung seiner Poren untereinander essentiell. Eine Vielzahl von Verfahren 
zur Herstellung von Gerüststrukturen aus resorbierbaren Polymeren wurden für das 
Tissue Engineering entwickelt130. Gele, Schwämme sowie Vliesstrukturen weisen 
geeignete Eigenschaften als Zellträger auf. Schwämme und Vliesstrukturen besitzen 
eine große innere Oberfläche bei einem geringen Anteil des Biomaterials am 
Gesamtvolumen des Trägersystems. Neben Oberflächenmodifikationen des 
Trägerpolymers, die das Anheftungsvermögen der Zellen verbessern und fördern,  
kann die gleichmäßige Versorgung mit Wirkstoffen, z.B. Wachstumsfaktoren, oder 
die Schaffung definierter Wirkstoffgradienten die Entwicklung eines funktionsfähigen 
Gewebes entscheidend beeinflussen. Als Wirkstofffreisetzungssystem kann das 
Polymergerüst selbst oder es können Sphären, die über das Gerüst verteilt sind, zur 
kontrollierten Freisetzung verwendet werden. Die in den Kapiteln 3.6.1 - 3.6.3 
beschriebenen Verfahren ermöglichen die Kombination von Wirkstofffrei-
setzungssystemen auf Sphärenbasis mit geeigneten Zellträgerstrukturen am Beispiel 
von Collagen-Schwämmen, von Stapelfaservliesen und von mittels Elektrospinning 
hergestellten Vliesen. 
 
 
 
3.6.1. Herstellung von Mikrosphären dotierter Collagenvliesen für das 
Tissue Engineering 
 
Mikrosphären dotierte Collagenvliese können mit Hilfe der Gefriertrocknung 
hergestellt werden. Das in Abb. 66 dargestellte Schema beschreibt ein Verfahren zur 
Herstellung von Mikrosphären-enthaltenden Collagenvliesen. Die Mikrosphären 
werden durch Rühren in einer Collagensuspension homogen verteilt. Die erzeugte 
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Mikrosphären/Collagensuspension wird anschließend in eine geeignete Form 
gegossen und für den Gefriertrocknungsprozess eingefroren. 
 
I
0
50 2000
Mode
600
1/min598
Mikrosphären
Collagensuspension
Mischen von Mikrosphären
 und Collagensuspension
Gefriertrocknen der 
Mikrosphären/Collagen-
suspension
+
Wasser
 
 
Abb. 66: Schematische Darstellung der Herstellung von Mikrosphären-dotierten 
Collagenvliesen mit rasterelektronenmikroskopischer Vergrößerung eines Mikro-
sphären enthaltenden Collagenvlieses. Eine Mikrosphäre ist im Zentrum des Bildes 
unmittelbar unterhalb der Schnittebene zu sehen. 
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Durch Wahl der Einfriergeschwindigkeit bzw. des Einfriertemperaturgradienten sowie 
der entsprechenden Parameter des Gefriertrocknungsprozesses können die 
Eigenschaften der Collagenmatrix z.B. Porosität, Dichte, mechanische Festigkeit, 
Saugfähigkeit, Abbau etc. beeinflusst werden. Die Wirkstofffreisetzung in der 
Collagenmatrix wird durch die Mikrosphären vorgegeben. 
 
Die Wirkstoffdosis kann sowohl über die Wirkstoff enthaltenden Mikrosphären als 
auch über die Variation des Mikrosphären:Collagen–Gewichtsverhältnisses 
eingestellt werden. 
 
 
 
3.6.2. Herstellung Mikrosphären dotierter Stapelfaservliese für das Tissue 
Engineering 
 
Die Herstellung Mikrosphären dotierter Stapelfaservliese basiert auf der 
Immobilisierung von Mikrosphären in der textilen Struktur. Ein Verfahren zur 
Immobilisierung von Mikrosphären in Stapelfaservliesen ist in Abb. 67 schematisch 
dargestellt. Das am Institut für Textiltechnik (ITA) der RWTH Aachen entwickelte 
Verfahren erlaubt die homogene Verteilung der Mikrosphären in einem 
Stapelfaservlies131. Die Mikrosphären werden auf einem mit Polyvinylalkohol-Lösung 
benetztes Vlies mittels eines Siebes homogen verteilt. Polyvinylalkohol wird als 
Sprühnebel aufgebracht und fixiert nach Trocknung die Mikrosphären im Vlies. 
Abb. 68 zeigt Mikrosphären, die in einem Stapelfaservlies fixiert sind. Die 
mechanischen und physikalischen Eigenschaften der Vliese werden durch das 
Filamentmaterial sowie durch die Vliesherstellung vorgegeben. Sie können durch 
nachträgliches Vernadeln bzw. Tempern zusätzlich variiert werden. 
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Abb. 67: Schematische Darstellung der Dotierung von Stapelvliesen mit 
Mikrosphären. Die Mikrosphären werden im Stapelvlies mit Hilfe einer verdünnten 
PVAl-Lösung fixiert. 
 
100 µm
 
Abb. 68: Mikrosphären dotiertes Stapelvlies (links) mit rasterelektronen-
mikroskopischer Vergrößerung (rechts) 
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3.6.3. Nanosphären enthaltende Nanofasern 
 
Mit Hilfe des Electrospinning–Verfahrens können dreidimensionale, poröse 
Faservliesstrukturen für das Tissue Engineering erzeugt werden. Das 
Electrospinning–Verfahren wurde in den frühen 30er Jahren des vergangenen 
Jahrhunderts erstmals eingeführt132,133,134,135. Durch elektrostatische Aufladung einer 
aus einer Düse austretenden Polymerlösung (typischerweise zwischen 5-30kV) 
gegenüber einer geerdeten Elektrode führt die gebildete elektrostatische Feldstärke 
zu einem sogenannten Taylor-Kegel an der Düsenspitze und bei Überschreiten der 
Oberflächenspannung der Flüssigkeit zu einem Polymerlösungsstrahl in Richtung der 
geerdeten Elektrode. Die mittels Electrospinning hergestellten Fasern besitzen einen 
Durchmesser im Nanometerbereich und weisen daher ein großes 
Oberflächen:Volumen-Verhältnis auf. Die hohe Trägersubstanzoberfläche fördert die 
Zellhaftung und führt zu einer höheren Volumenzelldichte im Vergleich mit anderen 
Gerüststrukturen für das Tissue Engineering. Wirkstoff enthaltende Sphären können 
in der Polymerlösung suspendiert und durch das Electrospinning-Verfahren in die 
Fasern eingeschlossen werden. Die Sphären können als Wirkstoffdepot zur 
Unterstützung des Tissue Engineering eingesetzt werden. Ein schematischer 
Versuchsaufbau zum Herstellen Sphären dotierter Nanofaservliese ist in Abb. 69 
dargestellt136. 
 
Ein rasterelektronenmikroskopisches Bild einer Nanosphären-dotierten 
Polyethylenoxid-Nanofaser ist in Abb. 70 wiedergegeben. Hierfür wurden 
PLGA 50:50 Sphären mit einem mittleren Sphärendurchmesser d(0,5) Vol % von 
3,845 µm in einer 5% Polyethylenoxid-Lösung (Mw 600000) suspendiert. Als 
Polymerlösemittel dient ein Wasser/Ethanol-Gemisch (v/v) (60:40). Als 
Beschleunigungsspannung wurden 15 kV verwendet mit einem Elektrodenabstand 
von 15 cm. Zu sehen ist der Einschluss von zwei Sphären mit einem Durchmesser 
von ca. 2 µm. 
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Abb. 69: Schematischer Versuchsaufbau zur Herstellung von Nanosphären dotierter 
Nanofasern mittels Elektrospinning-Verfahren. 
 
Abb. 70: REM Bild einer Polyethylenoxid-Nanofaser  (Ø 500 nm), die PLGA 50:50 
Nanosphären enthält. 
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3.7. Rezeptor vermittelte intrazelluläre Wirkstofffreisetzung 
 
Die Anwesenheit spezifischer Rezeptoren auf der Zelloberfläche kann das 
Verteilungsgleichgewicht eines Wirkstoffes im Körper durch die Immobilisierung 
zellspezifischer Liganden auf der Oberfläche kolloidaler Wirkstoffträgersysteme, z.B. 
Nanosphären, beeinflussen und die Freisetzung des Wirkstoffes gezielt örtlich 
begrenzen (drug targeting). 
 
Für die Leberfibrose ist die Differenzierung von sinusoidalen Fettspeicherzellen (Ito-
Zellen, hepatische Sternzellen, HSC) verantwortlich und führt zu bindegewebs-
synthesekompetenten Myofibroblasten. Die gesteigerte Expression nahezu aller 
Matrixproteine bei gleichzeitiger Herabsetzung der Degradation von Bindegewebs-
komponenten kann durch infektiöse Hepatitiserkrankungen oder andauernden 
Alkoholabusus ausgelöst werden. Die differenzierten Fettspeicherzellen weisen auf 
der Oberfläche Mannose-6-phosphat-(MAN6P)/Insulin-like-Growth-Factor II-
Rezeptoren auf und ermöglichen hierdurch einen neuen Therapieansatz. 
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PLGA-Nanosphäre
mit MAN6P-Liganden
MAN6P-Rezeptor
MAN6P-Ligand
PLGA-Matrix
DNA
Kopplung der MAN6P-Liganden dotierten 
Nanosphäre an an MAN6P-Rezeptor
Abbau der Polymermatrix 
und DNA-Freisetzung
sinusoidale
 Fettspeicherzelle
Einschleusen
 der DNA in
 den Zellkern
apoptisch 
wirkendes 
Protein
 
 
Abb. 71: Schematische Darstellung der rezeptorvermittelten Endocytose von 
MAN6P-Liganden-dotierten DNA-enthaltenden PLGA-Nanosphären 
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Der Therapieansatz basiert auf dem spezifischen Einschleusen heterologer DNA-
Sequenzen (Abb. 71), mittels Rezeptor vermittelter-Endocytose. Die DNA-
Sequenzen exprimieren unter Promotoren apoptotisch wirkende Proteine, die 
ausschließlich in den differenzierten sinusoidalen Fettspeicherzellen aktiv sind und 
zur Befreiung der Leber von entsprechenden Zellen führen. 
 
3.7.1. Mannose-6-Phosphat -Liganden 
 
Komplexe Kohlenhydratstrukturen in Glykoproteinen und –lipiden aller eukaryotischer 
Zelltypen sowie die genetisch aufwendige Biosynthese zahlreicher, hochspezifischer 
Glycosyl-Transferasen und Glycosidasen, die für die Synthese der komplexen 
Oligosaccharide notwendig sind, führen zur Annahme, dass  Kohlenhydrat-
Strukturen Informationsträger irgendeiner Art darstellen. Proteine sind in der Lage, 
Oligosaccharide spezifisch mit großer Affinität zu binden. Voraussetzung ist jedoch 
eine passende Struktur der einzelnen Monosaccharidreste, die Verknüpfungsposition 
und die anomere Konfiguration der Oligosaccharidstrukturen137. 
 
Die Anwesenheit von Mannose-6-Phosphat Rezeptoren138,139 auf der Membran  
differenzierter sinusoidaler Fettspeicherzellen (Ito-Zellen, hepatischen Sternzellen 
(HSC)) eröffnet die Möglichkeit der gezielten Adressierung eines Wirkstoffes durch 
Mannose-6-Phosphat-Struktureinheiten mittels Rezeptor induzierter Endocytose. 
 
Als Trägersysteme für die gezielte Adressierung von Wirkstoffen sind 
 
- Liposomen, 
- monoclonale Antikörper und Fragmente, 
- modifizierte (Plasma) Proteine, 
- lösliche Polymere, 
- Lipoproteine, 
- Nano – und Mikrosphären, 
- zelluläre Träger 
 
bekannt140. 
 
Studien belegen, dass MAN6P modifiziertes humanes Serumalbumin in HSC 
akkumuliert und ein potenzielles Wirkstoffträgersystem zur gezielten Wirkstoff-
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freisetzung darstellt141. Studien zur gezielten Adressierung durch glycolipid-
modifizierte Liposomen142 basieren auf amphiphilen Molekülen mit MAN6P-
Struktureinheiten, die in der Phospholipidmembran der Liposomen enthalten sind. In 
der Literatur sind verschiedene Liganden für den MAN6P-Rezeptor zur 
Liposomenmodifizierung beschrieben. Stellvertretend ist in Abb. 72 ein Beispiel für 
einen MAN6P-Liposomenliganden dargestellt. 
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Abb. 72: Beispiel eines amphiphilen Glycolipidliganden mit MAN6P-Struktureinheiten 
zur Modifizierung von Liposomentransfersystemen143 
 
Studien zur biologischen Aktivität von Phosphonatanalogen des Mannose-6-
phosphats zeigen, dass bereits kleine MAN6P-Struktureinheiten eine hohe Affinität 
zu MAN6P-Rezeptoren besitzen144. Kombiniert man das hydrophile Mannose-6-
Phosphat durch eine glycosidische Bindung mit einer hydrophoben Struktureinheit 
z.B. einem unpolaren Kohlenwasserstoffrest unter Bildung eines Pyranosides, erhält 
man ein oberflächenaktives Molekül (Abb. 73), das bei der Nano- bzw. 
Mikrosphärenherstellung mit Hilfe der bereits beschriebenen Emulsions-Evapora-
tions-Methode als Emulgator der (o/w)-Emulsion eingesetzt werden kann (Abb. 78). 
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Abb. 73: Glycosidische Reaktion von Mannose-6-Phosphat mit einem Fettalkohol 
z.B. Cetylalkohol (n=16) unter Bildung eines amphiphilen Moleküls 
  Ergebnisse 110
Nach Entfernen des leichtflüchtigen organischen Lösemittels wird der Ligand durch 
hydrophobe Wechselwirkung zwischen dem Matrixpolymer Poly(D,L-lactid-co-
glycolid) 50:50 und der hydrophoben Alkylkette des Alkylmannopyranose-6-
Phosphats auf der Oberfläche der Nano- bzw. Mikrosphären verankert. Die 
hydrophile MAN6P-Struktureinheit weist dabei nach außen in die wässrige 
Umgebung und kann von den MAN6P-Rezeptoren der differenzierten sinusoidalen 
Fettspeicherzellen entsprechend erkannt werden. Eine schematische Darstellung der 
Verankerung des hydrophoben Cetylalkohols in der hydrophoben PLGA-
Sphärenoberfläche ist in Abb. 74 wiedergegeben. Durch entsprechende Rezeptor-
Ligand-Wechselwirkungen haften die dotierten Nanosphären auf der Zelloberfläche 
(siehe Abb. 82-85) und werden durch Endocytose in das Zellinnere eingeführt. Durch 
Abbau der Polymermatrix wird das DNA-Plasmid im Zellinneren freigesetzt und 
exprimiert unter Promotoren apoptotisch wirksame Proteine. 
 
Sphären, die keinen MAN6P-Liganden enthalten, besitzen keine erhöhte Affinität zu 
den HSC und werden im Idealfall in vitro in der Zellkultur durch Mediumwechsel 
entfernt. 
 
PVAl-Molekül
MAN6P-C H -Ligand16 33
PLGA-Nanosphäre
 
Abb. 74: Schematischer Aufbau von 1-Alkyl-mannose-6-phosphat dotierten Nano- 
bzw. Mikrosphären am Beispiel von 1-Hexadecyl-mannose-6-phosphat. Die 
Verankerung der Liganden erfolgt durch hydrophobe Wechselwirkungen zwischen 
der hydrophoben langkettigen Alkyleinheit des Liganden und dem hydrophoben 
Matrixpolymer der Nano- und Mikrosphären. Das Entfernen des Lösemittels führt 
zum Ausfällen des hydrophoben Polymers und zur Fixierung des Liganden auf der 
Sphärenoberfläche. 
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3.7.2. 1-Hexadecyl-mannose-6-phosphat 
 
Auf der Grundlage verschiedener polyvalenter MAN6P-Modellliganden ist in Abb. 75 
die Synthese des monovalenten amphiphilen MAN6P-Liganden  
1-Hexadecyl-mannose-6-phosphat-di-Natrium (9) dargestellt. Die Synthese erfolgt 
durch Umsetzung des langkettigen Cetylalkohols, der als Salbengrundlage in 
pharmazeutischen und kosmetischen Präparaten Anwendung findet, mit 
D(+)-Mannose (1) unter Ausbildung des entsprechenden Acetals und selektive 
Phosphorylierung am primären Alkohol des Alkylglycopyranosides. 
 
Ausgehend von D(+)-Mannose (1) wird nach Einführung von Benzoylschutzgruppen 
durch Reaktion mit Benzoylchlorid in Pyridin die 1,2,3,4,6-Penta-O-benzoyl-manno-
pyranose (2) mit Bromwasserstoff in Eisessig zu 2,3,4,6-Tetra-O-benzoylmanno-
pyranose-bromid (3) umgesetzt. Mit Unterstützung von Silbertrifluormethansulfonat 
und Tetramethylharnstoff wird Cetylalkohol mit dem 2,3,4,6-Tetra-O-benzoyl-
mannopyranose-bromid (3) in Toluol zu 1-Hexadecyl-2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-
mannopyranosid (4) glycosidiert. Nach Methanolyse wird das isolierte 1-Hexadecyl-
benzoylmannopyranosid (5) in Pyridin mit Trimethylchlorsilan in das 1-Hexadecyl-
2,3,4,6-Tetra-O-(trimethylsilyl)-mannopyranosid (6) überführt. Durch die Einwirkung 
einer gesättigten methanolischen Kaliumcarbonat-Lösung wird das 1-Hexadacyl-
2,3,4,6-Tetra-O-(trimethylsilyl)-mannopyranosid (6) selektiv am primären Alkohol 
entschützt. Das entstandene 1-Hexadecyl-2,3,4-tri-O-(trimethylsilyl)-manno-
pyranosid (7) wird mit Phosphorylchlorid in Dichlormethan und durch anschließende 
Hydrolyse und Neutralisation mit Natriumhydroxid zu 1-Hexadecyl-mannose-6-
phosphat-di-Natrium (10) umgesetzt. 
 
Die Charakterisierung der einzelnen Synthesestufen wurde mit Hilfe von MALDI-ToF-
MS und Infrarot-Spektroskopie durchgeführt. In Abb. 76 ist das MALDI-ToF-
Massenspektrum von 1-Hexadecyl-mannose-6-phosphat-Natrium dargestellt. Zu 
sehen sind die Massen 1-Hexadecyl-mannose-6-phosphat-Natrium (m/z = 507,17) 
bzw. von 1-Hexadecyl-mannose-6-phosphat-di-Natrium (m/z = 529,13). 
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Abb. 75: Schema der Synthese von 1-Hexadecyl-mannose-6-phosphat145 
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Abb. 76: MALDI-TOF-MS-Spektrum von 1-Hexadecyl-mannose-6-phosphat (9);  
m/z 507,17 [M+Na+], m/z 529,13 [M+2Na+]. 
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Abb. 77: IR-Spektrum von 1-Hexadecyl-mannose-6-phosphat-di-Natrium (9) 
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In Abb. 77 ist das IR-Spektrum von 1-Hexadecyl-mannose-6-phosphat-di-Natrium 
(10) dargestellt. Zu sehen ist eine breite Bande der OH-Valenzschwingung bei 
3400 cm-1, eine starke Bande der CH2- bzw. (CH3-Valenzschwingungen der 
Cetylalkyl-Kette bei 2920 cm-1 sowie eine Bande der CH-Valenzschwingungen der 
Mannose bei 2850 cm-1. Im Fingerprintbereich des Spektrums sind die Banden auf 
die CH2-Deformationsschwingung der Cetylalkyl-Kette bei 1470 cm-1, die C-O-C -
Valenzschwingung bei ≈1130 cm-1, die Valenzschwingung der P=O-Bindung bei 
1070 cm-1 und der P-O-C--Bindung bei 973 cm-1 zurückzuführen. Die 
charakteristische Bande für PO(OH) ist durch Salzbildung aufgrund der 
Neutralisation mit NaOH nicht zu sehen. 
 
 
3.7.3. Herstellung DNA enthaltender Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50-
Mikrosphären mit Mannose-6-phosphat-Modellliganden 
 
Das Verfahren zur Herstellung DNA enthaltender PLGA-Sphären mit einer mittleren 
Sphärengröße d(0.5) in Vol % < 5µm beruht auf der bereits in Kapitel 1.4. 
beschriebenen komplexen Emulsions-Evaporations-Methode. Studien zeigen, dass 
die zur Herstellung der einzelnen Emulsionstypen (w1/o) bzw. ((w1/o)/w2) 
verwendeten Scherkräfte (Ultraschall/Ultraturrax) die Doppelhelix-Struktur der 
Plasmid-DNA degradieren oder in Einzelstränge überführen. Mit Hilfe des in der 
Literatur und der in Abb. 78 beschriebenen Kryo-Emulsions-Evaporations-Methode 
wird der Einfluss der verwendeten Scherkräfte reduziert. Durch Herunterkühlen 
(<-50°C) der Primäremulsion unterhalb des Festpunktes der w1-Phase wird die 
Plasmid-DNA in der festen w1-Phase eingeschlossen und keinen weiteren 
Scherkräften, die zur Herstellung der komplexen (w1/o/w2) Emulsion notwendig sind, 
ausgesetzt. Die ((w1/o)/w2) Emulsion wird in eine wässrige 1-Hexadecyl-mannose-6-
phosphat-Natrium-Suspension gegeben und bei Raumtemperatur offen gerührt. 
Durch Entweichen des Methylenchlorids erhärten die Sphären und der 1-Hexadecyl-
mannose-6-phosphat-Natrium-Ligand wird an der (o/w2)-Phasengrenze auf der 
Sphärenoberfläche immobilisiert (Abb. 76). Durch Zentrifugieren werden die Sphären 
isoliert. Abb. 79 zeigt ein rasterelektronenmikroskopisches Bild Plasmid-DNA 
enthaltender Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50/MAN6P-C16H33 – Nanosphären. Eine 
Sphärengrößenverteilung mittels Kryo-Emulsions-Evaporations-Methode hergestell-
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ter Sphären ist in Abb. 80 angegeben. Die Sphären besitzen eine mittlere Größe 
d(0,5) n % von 208 nm. 
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+ MAN6P-C H
16 33
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Abb. 78: Komplexe ((w1/o)/w2)-Emulsions-Evaporations-Methode zur Her- 
stellung Plasmid-DNA enthaltender Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50-Mikrosphären 
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Abb. 79: DNA enthaltende Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50 Nanosphären mit 
MAN6P-C16H33 -Ligand 
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Abb. 80: Sphärengrößenverteilung DNA enthaltender Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 
50:50 Nanosphären mit MAN6P-C16H33 -Ligand (Malvern Mastersizer 2000). Die 
mittlere Sphärengrößenverteilung in Zahlenprozent (d(0,5) n%) beträgt 208 nm. 
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3.7.4. Herstellung röntgenopaker Poly (D,L-lactid-co-glycolid) 50:50-
Mikrosphären 
 
Die Verteilung von PLGA - Mikro- und Nanosphären nach Applikation im Körper ist 
für die  Anwendung der Sphären als DNA-Transfersystem zur Therapie der Leber-
fibrose von großer Bedeutung.  
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Applikation von BaSO
4
Ventral vor Applikation
Ventral 25 min nach der  
Applikation von BaSO
4
Ventral 25 min nach der Applikation 
von BaSO
4 
enthaltenden Nanosphären
 
Abb. 81: Verteilung röntgenopaker Mikrosphären nach i.v. Applikation (Pfortader) in 
Ratten146 
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Am Beispiel des Rattenmodells wurde die Verteilung der Sphären nach intravenöser 
Applikation über die Pfortader untersucht. Die in Abb. 81 dargestellten Röntgenbilder 
zeigen die Verteilung röntgenopaker Bariumsulfat enthaltender PLGA-Nanosphären 
mit einem mittleren Sphärendurchmesser d(0,5) n% von 540 nm im Vergleich zur 
Applikation von reinem BaSO4 in der Ratte. Ein deutlicher Kontrast durch das BaSO4 
ist sowohl für die reine Applikation von BaSO4 als auch für BaSO4 enthaltenden 
PLGA-Nanosphären im Bereich der Leber der Ratte zu erkennen. Diese 
Lokalisierung der Nanosphären in der Leber ist für die Therapie der Fibrose mittels 
Plasmid-DNA enthaltender Nanosphären essentiell. Zur spezifischen Affinität 
hepatischer Sternzellen (HSC) mit anschließender Endocytose der Nanosphären und 
Freisetzung des Wirkstoffes in der Zelle wird die Immobilisierung von MAN6P-
Liganden auf der Sphärenoberfläche hervorgerufen. 
 
 
 
3.7.5. Zellkulturversuche mit Mannose-6-Phosphat Modellliganden-
dotierten Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50-Nanosphären 
 
Zur Untersuchung der Affinität der auf der Oberfläche von PLGA-Nanosphären 
immobilisierten MAN6P-Modellliganden 1-Hexadecyl-mannose-6-phosphat-di-
Natrium (MAN6P-C16H33) für die Mannose-6-phosphat-Rezeptoren (MAN6PR), 
werden Zellkulturversuche mit differenzierten hepatischen Sternzellen (HSC), die auf 
ihrer Oberfläche MAN6PR präsentieren, durchgeführt. Eine ausreichende Affinität 
des MAN6P-C16H33-Liganden für den MAN6PR führt zu einem Anhaften der Sphären 
an der Zelloberfläche. Die anhaftenden Nanosphären unterliegen einer sich 
anschließenden Rezeptor induzierten Endocytose (Abb. 71). 
 
Es wurden Nanosphären mit bzw. ohne MAN6P-C16H33-Modellliganden nach dem in 
Kapitel 3.7.3 beschriebenen Verfahren hergestellt. Um den Kontrast zwischen 
Nanosphären und Zellen bzw. Zellbestandteilen für die lichtmikroskopische 
Auswertung der Zellkulturversuche zu verbessern, wurden gefärbte Nanosphären 
eingesetzt. Zum Einfärben der Sphären wurde der lipophile Farbstoff Sudan® black 
verwendet, um ein Auswaschen in das wässrige Zellkulturmedium zu minimieren. Die 
Nanosphären wurden auf den Zellkulturen mit dem Medium ausgesät 146. 
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Abb. 82: Hepatischen Sternzellen (HSC) nach Aussäen der Nanosphären ohne 1-
Hexadecyl-mannose-6-phosphat Modellliganden. 
 
Abb. 83: Lichtmikroskopische Aufnahme differenzierter hepatischer Sternzellen 
(HSC) mit nicht modifizierten Nanosphären nach 24 h und zweimaligem Waschen. 
Die suspendierten Sphären wurden vollständig durch den Medienwechsel und das 
Waschen entfernt. Der eingezeichnete Bereich zeigt eine hepatische Sternzelle. Es 
sind keine Sphären im Bereich der Zelle zu erkennen. 
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Abb. 84: Differenzierte hepatische Sternzellen (HSC) nach Aussäen mit  
1-Hexadecyl-mannose-6-phosphat-dotierten Nanosphären. 
 
Abb. 85: Lichtmikroskopische Aufnahme differenzierter hepatischer Sternzellen 
(HSC) mit 1-Hexadecyl-mannose-6-phosphat-Modellliganden-dotierten Nanosphären 
nach 24 h und zweimaligem Waschen. Der eingezeichnete Bereich zeigt eine Zelle 
mit hoher Nanosphärendichte auf bzw. in der Zelle. 
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Nach 24 h wurde das Medium entfernt und die Zellkultur zweimal gewaschen und 
lichtmikroskopisch untersucht. Lichtmikroskopische Aufnahmen der Zellkultur-
versuchte sind in Abb. 82 - 85 dargestellt. Die Zellkulturversuche zeigen, dass 
Nanosphären, die nicht mit dem MAN6P-C16H33-Liganden modifiziert wurden, nach 
24 h keine signifikante Affinität für differenzierte HSC besitzen. Sie werden durch 
Entfernen des Mediums und zweifaches Waschen fast vollständig aus der Zellkultur 
entfernt. Darüber hinaus sind keine Sphären innerhalb der Zellen zu erkennen (siehe 
gekennzeichneten Bereich in Abb. 83). 
 
Mit MAN6P-C16H33-Liganden modifizierte Nanosphären weisen im Vergleich zu nicht 
modifizierten Nanosphären eine deutliche Affinität für differenzierte HSC auf. Es sind 
nach 24 h und zweifachem Waschen sind modifizierte MAN6P-C16H33 Nanosphären 
auf bzw. in den HSC unter dem Lichtmikroskop (siehe gekennzeichneten Bereich in 
Abb. 85) deutlich zu erkennen. 
 
Diese Ergebnisse weisen auf ein potenzielles zielgerichtetes Transfersystem für 
Plasmide zur Behandlung von Leberfibrose hin und müssen durch weitere 
Zellkulturversuche zur Freisetzung von Plasmid-DNA aus mit MAN6P-C16H33-
Liganden modifizierten Nanosphären, die zur Apoptose der Zellen führt, untermauert 
werden. 
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4. Experimenteller Teil 
4.1. Wirkstoffe, Chemikalien und Lösemittel 
 
Wirkstoffe: 
 
- Acetylsalicylsäure (reinst, p.a.) von der Firmengruppe Sigma-Aldrich Chemie 
GmbH (Deisenhofen, Deutschland) 
- bovines Thrombin (50 NIH/mg - für biochemische Zwecke) von der Firma 
VWR International (Darmstadt, Deutschland) 
- porcines Insulin (analysenrein) Dr. J. Salber (RWTH Aachen, Deutschland) 
 
Polymere: 
 
Die verwendeten resorbierbaren Polyester-Typen wurden als Pulver von der Firma 
Boehringer-Ingelheim KG (Ingelheim, Deutschland) bezogen und ohne weitere 
Aufreinigung verwendet. 
- Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50 
Resomer RG 504, batch no. 34017, inhärente Viskosität 0,49 dl/g 
Mw 40 000 g/mol 
- Poly(D,L-lactid) 
Resomer RG 208, batch no. 260316, inhärente Viskosität 3,6 dl/g 
Mw 180 000 g/mol 
 
Collagen: 
 
Das verwendete bovine Collagen mit einem Feststoffgehalt von 1,8 Gewichts% 
wurde von der Firma Dr. Suwelack Skin&Health Care GmbH (Billerbeck, 
Deutschland) zur Verfügung gestellt. 
 
Chemikalien/Lösemittel: 
 
Die verwendeten Chemikalien und Lösemittel wurden jeweils mit dem höchsten 
Reinheitsgrad über die Firmengruppe Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Deisenhofen, 
Deutschland), von der Firma VWR International (Darnstadt, Deutschland) bzw. von 
der Firma Applichem (Darnstadt, Deutschland) bezogen. Zur Synthese des 
Experimenteller Teil  123 
Mannose-6-phospat-Modellliganden wurden ausschließlich wasserfreie Lösemittel 
verwendet. 
 
Puffer 
 
Der verwendete PBS-Puffer (phosphatgepufferte, isotonische Kochsalzlösung, 
pH 7,4) wurde in Form von Tabletten der Firmengruppe Sigma-Aldrich bezogen. Die 
Tabletten wurden in entionisiertem und aktivkohlegefiltertem Wasser gelöst. 
 
Der verwendete BupH Puffer (pH 9,4) wurde von der Firma Pierce (Rockford, USA) 
bezogen und entsprechend in entionisiertem und aktivkohlegefiltertem Wasser 
gelöst. 
 
 
4.2. Analytische Methoden und Geräte 
4.2.1. Rasterelektronenmikroskopie (REM) 
 
Die rasterelektronenmikroskopischen Bilder wurden mit einem Rasterelektronen-
mikroskop der Firma Phillips (Eindhoven, Niederlande) mit einer Beschleunigungs-
spannung von 20 kV aufgenommen. Die Goldbeschichtung durch 
Kathodenzerstäubung wurde mit einem Sputtergerät SCD 030 der Firma Balzers 
Union (Wiesbaden) durchgeführt. Die Goldschicht beträgt durchschnittlich 30 nm. 
 
 
4.2.2. Sphärengrößenbestimmung 
 
Die Bestimmung der Größenverteilung der hergestellten Mikrosphären erfolgte mit 
einem Partikelsizer Mastersizer 2000 mit Dispergiereinheit Hydro 2000 MS der Firma 
Malvern (Worcestershire, England). Der von der Firma spezifizierte Messbereich 
beträgt 0,02 µm – 2000 µm. Das Gerät ist mit einer Helium/Neon- und einer 
zusätzlichen Dioden-Laserlichtquelle der Wellenlänge 632,5 nm beziehungsweise 
450,0 nm ausgerüstet. Die schematische Skizze (Abb. 86) zeigt die Anordnung der 
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Laserlichtquellen und Detektoren. Aufgrund der höheren Strahlungsenergie können 
mit Hilfe der Blaulichtquelle Streulichteffekte im Feinbereich detektiert werden. Unter 
Vorraussetzung der Mies-Theorie wird dabei die Streulichtintensität in Vorwärts- und 
Rückwärtsrichtung gemessen. Die Detektoranordnung der Blaulichtquelle ist analog 
der Rotlichtquelle, jedoch sind zur Messung im Feinbereich nur Rückstreu- und 
Weitwinkelstreudetektoren angebracht. 
He/Ne-Laser PB
Laser-LED
HD
TB
TR
He/Ne-Laser
TR
RS WD
SD
HD
PR
Messzelle
 
Abb. 86: Schematische Darstellung des Geräteaufbaus und der 
Detektorenanordnung eines Laserdiffraktrometers (Malvern Mastersizer); Oben: 
Strahlengang des Rotlichtlasers: PR= Primärstrahl; TR= Transmission Rotlicht; WD 
und SD= Rück-, Weit- beziehungsweise Seitstreudetektoren; HD=Hauptdetektor; 
Unten: Strahlengang des Blaulichts; Detektoranordnung wie oben, jedoch nur RS-
und WD-Detektoren. 
Zur Bestimmung der Partikelgrößenverteilung wurden Mikrosphären in Wasser 
suspendiert und in der Dispergiereinheit vorgelegt. Die Homogenisierung erfolgte mit 
Hilfe einer in der Dispergiereinheit installierten Ultraschallsonotrode. Während der 
Messung wird die gleichmäßige Verteilung der Dispersion im Vorlagengefäß und in 
der Messzelle durch kontinuierliches Umwälzen und gleichzeitiges Rühren 
gewährleistet. Für die Versuche in dieser Arbeit wurde eine Standarddrehungszahl 
von 1000 U/min gewählt. Die Auswertung der Messdaten erfolgte mit der Software-
Version 2.00.002b1. Die Intensitätsverteilungen wurden nacheinander in 
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unterschiedlichen Strahlengängen mit beiden Laserlichtquellen gemessen. Aus den 
gemessenen Intensitätsverteilungen wurde auf die Teilchengrößenverteilung 
zurückgerechnet. Die Berechnung erfolgte unter Zugrundelegung der Mies-Theorie 
bei bekanntem Brechungsindex des Dispersionsmediums und bekannter Absorption 
(imaginärer Teil des Brechungsindex) der dispergierten Phase. Die Anzahl der 
Größenklassen der berechneten Teilchengrößenverteilung ist durch die Anzahl der 
Detektorelemente limitiert. Deshalb wird die Intensitätsverteilung aus den 
gemessenen Intensitätswerten der vorhandenen Detektorelemente durch 
mathematische Interpolation berechnet. Die Partikelgrößenverteilung wird zunächst 
anhand der vorgegebenen Randbedingungen abgeschätzt und die dazugehörige 
Intensitätsverteilung bestimmt. Anschließend wird die Teilchengrößenverteilung 
solange verändert, bis die Differenz der theoretisch berechneten und der 
gemessenen Intensitätsverteilung ein Minimum annimmt. Das Ergebnis ist die 
dazugehörige Volumenverteilung.[2] Für die Messung der Partikelgrößenverteilungen 
wurde in dieser Arbeit ein maximaler Fehler von 2 % zugelassen. 
 
4.2.3. Gelpermeationschromatograpie 
 
Die gelpermeationschromatographischen Messungen wurden mit Hilfe eines 
Hochtemperatur GPC-Systems (Polymer Laboratories PL-GPC210 mit einer Bischoff 
HPLC Kompakt-Pumpe) bei 80°C mit einem RI-Detektor (Polymer Laboratories) 
durchgeführt. Als Elutionsmittel wurde N,N-Dimethylacetamid (DMAc) mit 2,44 g/L 
LiCl und einer Flussrate von 0,8 ml/min verwendet. Es wurden vier mit MZ-DVB Gel 
gefüllte Trennsäulen (Säulenlänge 300 mm, Säulendurchmesser 8 mm) mit  
Partikelgrößen von 100Å, 100Å, 103Å und 104Å verwendet. Als Referenz wurden 
PMMA-Standards mit einer engen Molekulargewichtsverteilung eingesetzt. 
 
4.2.4. UV/Vis-Spektroskopie 
 
Die UV/Vis spektroskopischen Messungen wurden an einem Zweistrahl UV/Vis 
Spektrometersystem Lambda EZ 210 der Firma Perkin Elmer (Norwalk, USA) 
durchgeführt. Die Spektren wurden mit einer Auflösung von 0,5 nm und einer 
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Abtastgeschwindigkeit von 100 nm/min aufgenommen. Die Auswertung der erfolgte 
mit der Software Pessw, Version 1.2, Revision E. 
4.2.5. Aminosäurenanalyse 
 
Amminosäureanalysen wurden auf den Analysator „Alpha Plus“ der Firma 
Pharmacia / LBK (Freiburg, Deutschland) in einem Lithiumcitrat-Puffersystem nach 
Spackman et al.147 durchgeführt.  
 
4.2.6. Bradford-Methode zur quantitativen Proteinbestimmung 
 
Zur quantitativen Proteinbestimmung wurden 0,8 ml der Probelösungen mit 0,2 ml 
Coomassie Brilliant Blau 250 der Firma BioRad versetzt und nach 15 min bzw. 
innerhalb 1h die optische Dichte des Farbstoff-Protein-Komplexes bei 595 nm in 
PMMA-Einwegküvetten der Firma Roth (Deutschland) gemessen. 
 
4.2.7. Thrombinaktivitätstest 
 
Als chromogenes Substrat für die Thrombinaktivitätsbestimmung wurde S-2238TM 
von der Firma Chromogenix-Instrumentation Laboratory SpA (Mailand, Italien) 
verwendet. 
 
4.2.8. IR-Spektroskopie 
 
Die infrarotspektroskopischen Messungen wurden mit einem Perkin Elmer 2000 
Spektrometer Firma Perkin Elmer (Norwalk, USA) mittels KBr-Technik durchgeführt. 
 
 
4.2.9. Viskosimetrie 
 
Für die Messung der Viskositäten wurde ein Ubbelohde-Viskosimeter mit 
automatischer Zeitmessung (Modell AVS 310) der Firma Schott verwendet. 
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4.2.10. Matrix-unterstützte-Laser-Desorptions/Ionisations-Flugzeit-Massen-
spektrometrie MALDI-TOF-MS 
 
Alle MALDI-TOF-Massenspektren wurden mit einem BRUKER BIFLEXTM III MALDI-
Flugzeit-Massenspektrometer der Firma Bruker-Franzen Analytik GmbH (Bremen, 
Deutschland) aufgenommen, das mit einer SCOUT 26 Ionenquelle, einem 
Ionenspigel und Standard microchanel-plate-Detektoren ausgerüstet ist. Die 
Matrixanregung erfolgte mit einem Stickstofflaser einer Wellenlänge von 337 nm und 
einer Pulsdauer von 3 ns. Der Druck im Massenanalysator betrug ca. 2x10-7 mbar, 
die Beschleunigungsspannung 19 kV. Zur gitterlos verzögerten Ionenextraktion 
wurde ein Potentialunterschied von 6 kV mit einem Zeitverzug von 150-200 ns nach 
jedem Laserimpuls zwischen Ionenquelle und Extraktionslinse erzeugt. Die 
dargestellten Massenspektren zeigen die Summe von mit 100-250 Laserimpulsen 
erzeugten Ionensignalen. Zur externen Kalibrierung der Massen wurden 
Polymerstandards der Firma PSS (Mainz, Deutschland) unter denselben 
Desorptions- und Ionisierungsbedingungen, d.h. gleichen Geräteparameternm 
vermessen. 
 
 
4.2.11. Geräte und Geräteaufbau zur Herstellung von wirkstoffenthaltenden 
Sphären 
 
Zum Herstellen der wirkstoffenthaltenden Sphären wurde ein 500 ml Glasreaktor mit 
Heizmantel und Vakuumrührdichtung der Firma HWS (Mainz, Deutschland) 
verwendet. Als Rührwerk wurde der Überkopfrührer Eurostar Digital mit einem  
4-Flügel-Propellerrührer (∅ 50 mm) der Firma IKA (Staufen, Deutschland) 
verwendet. Der Reaktor wurde mit einem Kältethermostaten DC30 K20 der Firma 
Thermohaake temperiert und der Prozessdruck mit Hilfe einer Membranpumpe VAC 
503 mit Vakuum-Controler V800 der Firma Büchi (Essen, Deutschland) eingestellt. 
Als Geräte zum Herstellen der Primäremulsionen wurde das Dispergiergerät 
Ultraturrax Basic T25 der Firma IKA (Staufen, Deutschland) bzw. der Ultraschall-
Desintegrator Sonifier®W 450 (Heinemann, Schwäbisch Gmünd, Deutschland) 
verwendet. Die Sphären wurden mit Hilfe einer Zentrifuge (Modell 5804 mit 
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Ausschwingrotor Typ A, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) isoliert. Für die 
Freisetzungsversuche wurden die Sphären in PBS-Puffer suspendiert und in einem 
Inkubator mit Schüttelvorrichtung (Heidolph Inkubator 1000; Unimax 1010 
Kreisschüttler, Frequenz: 200 min-1) auf 37°C temperiert. 
 
 
 
4.3. Acetylsalicylsäure enthaltende Poly(D,L-lactid)-Mikrosphären mittels der 
(o/w)-Emulsions-Evaporations-Methode 
 
Die Herstellung Acetylsalicylsäure enthaltender Poly(D,L-lactid)-Mikrosphären beruht 
auf der einfachen o/w-Emulsions-Evaporations-Methode. 
 
Hierfür wurde Acetylsalicylsäure in Methanol gelöst und zu einer Poly(D,L-lactid) 
bzw. Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50 / Methylenchlorid-Lösung gegeben. 
Anschließend wurde die ASS/Polymerlösung in einer temperierten wässrigen 
Polyvinylalkohol-Lösung unter Rühren dispergiert. Das leichtflüchtige Methylenchlorid 
wurde durch Reduzieren des Prozessdruckes bei fortgeführtem Rühren vollständig 
entfernt. Die ausgefällten Sphären wurden durch Zentrifugieren isoliert, dreimal mit 
50 ml reinst Wasser gewaschen und anschließend lyophilsiert. 
 
Eine Übersicht der verwendeten Parameter zur Herstellung der untersuchten 
Acetylsalicylsäure enthaltenden Poly(D,L-lactid)- bzw. Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 
50:50-Mikrosphären (Polymereinwaage, Methylenchloridvolumen, Acetylsalicyl-
säureeinwaage, PVAl-Typ, -Konzentration und Volumen der verwendeten Lösung, 
Prozesstemperatur, Druck, und Prozessdauer) ist im Anhang in Tab. 13-18 
angegeben. 
 
 
Experimenteller Teil  129 
4.4. Thrombin enthaltende Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50 - Mikrosphären 
mit Hilfe der ((w/o)/w)-Emulsions-Evaporations-Methode 
 
Die Herstellung Thrombin enthaltender Poly(D,L-lactid-coglycolid) 50:50-
Mikrosphären beruht auf dem in Kapitel 1.4 beschriebenen Verfahren der komplexen 
((w/o)/w)-Emulsions-Evaporations-Methode. Das eingesetzte lyophilisierte Thrombin-
präparat wurde in einem Glycerin/Wasser-Gemisch gelöst und in einer 
Methylenchlorid/Poly(D,L-lactid-coglycolid) 50:50-Lösung mit Hilfe des 
Dispergiergerätes Ultraturrax Basic T25 der Firma IKA (Staufen, Deutschland) bei 
16000 U/min emulgiert und unmittelbar im Anschluss in einem Kältebad 
(Isopropanol/Trockeneis) auf <-15°C heruntergekühlt. Die gekühlte Primäremulsion 
wird unter Rühren in eine auf 15°C vortemperierte wässrige Polyvinylalkohollösung 
gegeben und zu einer komplexen ((w1/o)/w2)-Emulsion emulgiert. Das 
Methylenchlorid wird unter fortgeführtem Rühren bei 400 (+40) mbar vollständig 
entfernt. Die ausgefällten Thrombin enthaltenden Mikrosphären werden durch 
Zentrifugieren bei 2000 g isoliert. Das Mikrosphärensediment wird dreimal mit 30 ml 
reinst Wasser gewaschen und anschließend lyophilisiert. 
 
Eine Übersicht der einzelnen Herstellungsparameter der untersuchten Thrombin 
enthaltenden Sphären ist im Anhang Tab. 19-22 angegeben. 
 
 
4.5. Insulin enthaltende Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50 - Mikrosphären mit 
Hilfe der ((w/o)/w)-Emulsions-Evaporations-Methode 
 
Die Herstellung Insulin enthaltender Poly(D,L-lactid-coglycolid) 50:50-Mikrosphären 
erfolgt analog dem in Kapitel 4.4. beschriebenen Verfahren zur Herstellung Thrombin 
enthaltender Sphären. Das Insulin wird dabei in einem alkalischen Bicarbonat-Puffer 
gelöst/supendiert eingesetzt. 
 
Eine Übersicht der einzelnen Herstellungsparameter der untersuchten Insulin 
enthaltenden Sphären ist im Anhang Tab. 23-25 angegeben. 
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4.6. Ermittlung des Wirkstoffgehaltes der Poly(D,L-lactid) bzw. Poly(D,L-
lactid-co-glycolid) 50:50 
 
Der Wirkstoffgehalt der Insulin bzw. Thrombin enthaltenden Poly(D,L-lactid) bzw. 
Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50 Sphären wurde mittels Aminosäureanalyse 
ermittelt. Dazu wurden 100-300 mg Sphären (entsprach 0,2-1 mg Protein) in 6 ml 6 N 
HCl-Lösung 24h bei 110°C in einem zugeschmolzenen Hydrolysenrohr hydrolysiert 
und der Aminosäuregehalt des Hydrolysates bestimmt. 
 
Der Acetylsalicylsäuregehalt der Sphären wurde photometrisch mit Hilfe der 
Aromatenbande der Acetylsalicylsäure bei 280 nm ermittelt. Hierfür wurde eine 
definierte Menge Sphären (ca. 5 – 7 mg) in Methylenchlorid gelöst und photometrisch 
vermessen. 
4.7. Herstellung von Mikrosphären dotierten Collagenvliesen 
 
Die Mikrosphären dotierten Collagenvliese wurden durch Gefriertrocknung einer 
Sphären/Collagen-Suspension hergestellt. 
 
Es wurden Sphären mit Hilfe eines Überkopfrührers in einer Collagensuspension mit 
einem Trockensubstanzgehalt von 1,8 Gewichts% homogen verteilt und 
anschließend entgast. Die Sphären/Collagen-Suspension wurde in eine Form 
gegossen und in einem Isopropanol/Trockeneis-Kältebad eingefroren. Die Probe 
wurden anschließend gefriergetrocknet.  
 
 
4.8. Herstellung von Mikrosphären dotierten Stapelfaservliesen 
 
Das Herstellen von Mikrosphären dotierten Stapelfaservliesen beruht auf einem am 
Institut für Textiltechnik, RWTH Aachen, entwickelten Verfahren (Abb. 67) zur 
Immobilisierung von Sphären in Stapelfaservliesen. 
Hierzu wurde eine wässrige 0,5 %ige Polyvinylalkohol-Lösung mit Hilfe eines 
Zerstäubers in einem Winkel von 45°, einem Abstand von 18 cm und einem 
Sprühdruck von 0,1-0,2 bar auf das Stapelfaservlies gleichmäßig und durchdringend 
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aufgetragen. Die Sphären wurden anschließend durch ein Analysensieb mit 
geeigneter Maschenweite homogen auf das befeuchtete Vlies gestreut und durch 
Trocknen der Polyvinylalkohol-Lösung im Vlies fixiert. 
 
 
4.9. Herstellung von Nano- bzw. Mikrosphären dotierten Nanofaservliesen 
 
Zur Herstellung von Nano- bzw. Mikrosphären dotierten Nanofaservliesen wurden 
200 mg PLGA 50:50 -Sphären mit einem mittleren Sphärendurchmesser d(0,5) Vol% 
von 3,845 µm in 20 ml einer wässrigen Polyethylenlösung (Mw 600 000 g/mol) 
suspendiert. Als Polymerlösemittel dient ein Wasser/Ethanol-Gemisch (v/v) 60:40. 
Bei einer Pumpleistung von 1ml/h wird die die Sphären enthaltende Polymerlösung 
einer Beschleunigungsspannung von 15 000 Volt bei einem Elektrodenabstand von 
15 cm ausgesetzt. Durch Verdampfen des Ethanols beim Verspinnen werden die 
Sphären in der ausfallenden Nanofaser eingeschlossen. Die Faser wird zwischen 
zwei geerdeten Metallringen versponnen. 
 
 
4.10. Herstellung von 1-Hexadecyl-mannose-6-phosphat-di-Natrium modifizier-
ten PLGA 50:50 Nanosphären 
 
200 mg Poly(D,L-lactid-co-glycolid) 50:50 wurden in 7 ml Methylenchlorid gelöst.  Zur 
Polymerlösung wurden 250 µl einer wässrigen Plasmid-DNA-Pufferlösung 
(c(DNA)=344 ng/ml, 300mM Glucose, 10 mM Tris, pH 8, 1 mM EDTA, pH 8) gegeben 
und mittels Ultraschallfinger bei RT mit ca. 200 W 30 s  homogenisiert. Die (w1/o)-
Emulsion wurde in flüssigen Stickstoff gegossen. Bei Auftauen der Polymerlösung 
und gefrorener innerer w1-Phase wird die (w1/o)-Emulsion in 50 ml 5%iger PVAl-
Lösung  (Mw 72000, Applichem, Germany) mittels Ultraturrax bei 11000 U/min 30 s 
lang emulgiert und anschließend in 100 ml 1%iger PVAl-Lösung (Mw 72000), die 
100 mg 1-Hexadecyl-mannose-6-phosphat-di-Natrium enthielt, gegeben. Das 
leichtflüchtige Methylenchorid wird unter fortgeführtem Rühren im Becherglas bei RT 
über ca. 4,5 h entfernt. Die ausgefällten Nanosphären wurden durch Zentrifigieren 
isoliert, zweimal mit 50 ml Wasser gewaschen und abschließend lyophilisiert. 
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Die gefärbten Nanosphären wurden durch Zugabe des lipophilen Farbstoffes 
SudanSchwarz zur organischen Phase hergestellt.  
4.11. Ermittlung der Freisetzung 
 
Zur Bestimmung der Freisetzung aus den untersuchten Sphären wurde eine 
definierte Menge an Sphären (ca. 300 mg) in 8 ml PBS-Puffer in einem 15 ml 
Zentrifugenröhrchen suspendiert und bei 37°C inkubiert (Heidolph Inkubator 1000, 
Unimax 1010 Kreisschüttler, Frequenz: 200 min-1).  Für die Entnahme des 
Freigabemediums wurde die Suspension zu festgelegten Zeitpunkten zentrifugiert 
und das überstehende Freigabemedium entnommen. Das entnommene Volumen 
wurde durch frischen Puffer ersetzt und die Sphären durch kräftiges Schütteln 
resuspendiert. Der Wirkstoffgehalt wurde mittels Bradford-Methode für Insulin und 
Thrombin bzw. durch die spezifische Absorption (280 nm für ASS) spektroskopisch 
bestimmt. 
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4.12. Synthese des Mannose-6-phosphat Modellliganden 1-Hexadecylmanno-
pyranose-6-phosphat-di-Natrium 
 
4.12.1. 1,2,3,4,6-Penta-O-benzoylmannopyranose 
 
O
O
O
O
O
O O
O
O
O
O
 
Summenformel: C41H32O11 Mw = 700,71 g/mol 
 
20 g (111,0 mmol) D(+)-Mannose werden in 120 ml Pyridin bei 60°C unter Rückfluss 
gelöst. Unter Eiskühlung werden 80 ml (688,6 mmol) Benzoylchlorid binnen 30 min 
unter Rühren zugetropft. Die entstandene Suspension wird auf 60°C erwärmt und 
unter Rückfluss 2 h gerührt. Die Suspension wird in 200 ml Eiswasser gegossen, 
wobei eine breiartige klebrige Masse entsteht. Die flüssige wässrige Phase wird 
durch Dekantieren entfernt und der Rückstand in 200 ml Methylenchlorid gelöst. Die 
organische Phase wird mit jeweils 150 ml Eiswasser, HCl-Lösung (pH 5), gesättigter 
NaHCO3-Lösung und Wasser ausgeschüttelt und mit MgSO4 getrocknet. Das 
Methylenchlorid wird bei 40°C entfernt. Zum Auskristallisieren werden zum warmen 
sirupartigen Rückstand 150 ml Methanol gegeben und über Nacht geschüttelt. Das 
auskristallisierte Produkt wird filtriert und getrocknet. 
 
Ausbeute: 67,7 g ( entspricht 87,0% der theoretischen Ausbeute) 
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Abb. 87: MALDI-TOF-Massenspektrum von 1,2,3,4,6-Penta-O-benzoylmanno-
pyranose; m/z 723,26 [M+Na+], m/z 739,18 [M+K+]. 
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Abb. 88: IR-Spektrum von 1,2,3,4,6-Penta-O-benzoylmanno-pyranose  
(ν (-CH)-  3060 cm-1; ν (-C=C-CO-O-) 1730 cm-1; ν (-C=C-)aromatisch 1600 cm-1;  
δ (-CH3, -CH2-) 1450 cm-1; ν (-CO-O-) 1260 cm-1; ν (-C-O-C-)- 1110 cm-1 und 1090 
cm-1; γ (-CH-)aromatisch 708 cm-1) 
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4.12.2. 2,3,4,6-Tetra-O-benzoyl-mannopyranose-bromid 
 
O
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Summenformel: C34H27O9Br  Mw = 659,49 g/mol 
 
67,7 g (96,6 mmol) 1,2,3,4,6-Penta-benzoyl-mannopyranose werden in 136 ml 
Methylenchlorid gelöst. Unter Eiskühlung werden 136 ml 33% HBr in Eisessig 
innerhalb 1 h zugetropft und anschließend bei 40°C unter Rückfluss weitergerührt. 
Die organische Phase wird dreimal mit 100 ml kaltem Wasser, dreimal mit 100 ml 
gesättigter NaHCO3-Lösung und zweimal mit 100 ml Wasser ausgeschüttelt. Die 
organische Phase wird mit ca. 2-3 g Aktivkohle versetzt, mit MgSO4 getrocknet und 
filtriert. Das Methylenchlorid wird anschließend vollständig entfernt. Das Produkt liegt 
als weißer Feststoff vor. 
 
Ausbeute:  58,6 g ( entspricht 89,8 % der theoretischen Ausbeute) 
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Abb. 89: MALDI-TOF-Massenspektrum von 2,3,4,6-Tetra-O-benzoyl-
mannopyranose-bromid; m/z 681,09 [M+Na+] 
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Abb. 90: IR-Spekrum von 2,3,4,6-Tetra-O-benzoyl-mannopyranose-bromid 
(ν (-CH-) 3060 cm-1; ν (-C=C-CO-O-) 1730 cm-1; ν (-C=C-)aromatisch 1600 cm-1;  
δ (-CH3, -CH2-) 1450 cm-1; ν (-CO-O-) 1270 cm-1; ν (-C-O-C-) 1110 cm-1, 1090 cm-1; 
γ (-C-H)aromatisch 708 cm-1; ν (-C-Br) 685 cm-1) 
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4.12.3. 1-Hexadecyl-2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-mannopyranose 
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Summenformel:  C50H60O10   Mw = 821,03 g/mol 
 
12,8 g (19,4 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-benzoyl-mannopyranose-bromid werden mit 
2,5 ml (20,8 mmol) Tetramethylharnstoff in 40 ml trockenem Toluol gelöst und 1 h 
unter N2-Atmosphäre mit 10 g aktiviertem Molsieb bei RT gerührt. 
5,06 g (20,8 mmol) Hexadecylalkohol und 5,32 g  (20,8 mmol) Silbertrifluormethan-
sulfonat werden hinzugegeben und 12 h bei RT gerührt.  Das Reaktionsgemisch wird 
durch Celite auf Eis filtriert und mit kalter NaHCO3-Lösung, kalter 10% NaS2O3-
Lösung, kalter 2% H2SO4-Lösung, Wasser, NaHCO3, Wasser gewaschen. Die 
organische Phase wird mit MgSO4 getrocknet und am Rotationsverdampfer bei 40°C 
eingeengt. Das Produkt wird mittels präparativer Säulenchromatographie  
(Kieselgel C60; 1 : 10 EtAC : Pentan) gereinigt. 
 
Ausbeute: 5,12 (entspricht 81,2 % der theoretischen Ausbeute) 
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Abb. 91:  MALDI-TOF-Massenspektrum von 1-Hexadecyl-2,3,4,6-tetra-o-benzoyl-
mannopyranose; m/z 843,39  [M+Na+], m/z 859,37 [M+K+] 
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Abb. 92: IR-Spektrum von 1-Hexadecyl-2,3,4,6-tetra-o-benzoyl-mannopyranose 
(ν (-CH)aromatisch 3020 cm-1, 3060 cm-1; ν (-CH3, -CH2-) 2920 cm-1; ν (-C=C-)aromatisch 
1600 cm-1; δ (-CH3, -CH2-) 1450 cm-1; ν (-C=C-CO-O-) 1730 cm-1; ν (-CO-O-) 1260 
cm-1; ν (-C-O-C-) 1110 cm-1; γ (-CH)aromatisch 708 cm-1) 
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4.12.4. 1-Hexadecyl-mannopyranose 
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Summenformel: C22H44O6  Mw = 404,59 g/mol 
 
18,9 g (23,0 mmol) 1-Hexadecyl-2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-mannopyranose werden mit 
71 ml 0,1 M Natriummethanolat-Lösung 2 h bei RT gerührt. Das ausgefallene 
Produkt wird filtriert und in 250 ml Methanol aufgenommen. Das Filtrat wird mit 
Amberlite IRC-50 neutralisiert und anschließend eingeengt.  Das Produkt wird in der 
Kälte aus Methanol/Toluol (1:1) umkristallisiert. 
 
Ausbeute:   7,95 g ( entspricht  85,4 % der theoretischen Ausbeute) 
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Abb. 93: MALDI-TOF-Massenspektrum von 1-Hexadecyl-mannopyranose; m/z 
427,21 [M+Na+] 
  Experimenteller Teil 140
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
0,00
0,05
0,10
0,15
0,20
0,25
0,30
0,35
0,40
Ex
tin
kt
io
n
cm-1
 
Abb. 94: IR-Spektrum von 1-Hexadecyl-mannopyranose (ν (OH) 3410 cm-1;  
ν (-CH3, -CH2-) 2920 cm-1, 2850 cm-1; δ (-CH3, -CH2-) 1470 cm-1; ν (-C-O-C-)  
1131 cm-1; δ (-OH) 1060 cm-1) 
 
4.12.5. 1-Hexadecyl-2,3,4,6-tetra-O-(trimethylsilyl)-mannopyranose 
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Summenformel: C33H73O6Si4  Mw = 677,15 g/mol 
 
3,9 g (9,6 mmol) 1-Hexadecyl-mannopyranose werden in einem ausgeheizten 
Dreihalskolben unter Stickstoff in 12 ml Pyridin gelöst. 4,4 ml (51,5 mmol) 
Trimethylchlorsilan werden langsam zugetropft und der Ansatz bei 55-60°C für 1 h 
gerührt. 12 ml Methylenchlorid werden zugegeben und der Ansatz über Nacht stehen 
gelassen. Das ausgefallene Pyrdinhydrochlorid wird abfiltriert und mit 20 ml 
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Methylenchlorid gewaschen. Das Filtrat wird bei 35°C eingeengt und in 10 ml Toluol 
aufgenommen, erneut filtriert und das Toluol bei 35°C entfernt. 
 
Ausbeute: 6,32 g ( entspricht 97,2 % der theoretischen Ausbeute) 
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Abb. 95: MALDI-TOF-Massenspektrum von 1-Hexadecyl-2,3,4,6-Tetra-O-
(trimethylsilyl)-mannopyranose; m/z 715,55 [M+Na+]; m/z 731,48 [M+K+] 
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Abb. 96: IR-Spektrum von 1-Hexadecyl-2,3,4,6-tetra-O-(trimethylsilyl)-
mannopyranose (ν (-CH3, -CH2-) 2920 cm-1; δ (-CH3, -CH2-) 1460 cm-1; δ (-
Si(CH3)3) 1250 cm-1; ν (C-O-C) 1144 cm-1; ν (Si-O-C) 1060 cm-1; ν (Si-C) 839 cm-1; 
ν(-Si(CH3)3)  752 cm-1)  
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4.12.6. 1-Hexadecyl-2,3,4-Tri-O-(trimethylsilyl)-mannopyranose 
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Summenformel: C31H68O6Si3  Mw = 621,14 
 
3,0 g (4,43 mmol)1-Hexadecyl-2,3,4,6-tetra-O-(trimethylsilyl)-mannopyranose wer-
den in einer Mischung aus 3 ml Methanol und 60 µl Methylenchlorid gelöst und mit 
90 µl Methanol, das mit KCO3 gesättigt wurde, versetzt. Nach 20 min wird der Ansatz 
in 30 ml Toluol aufgenommen und eingeengt. Das Produkt wird mittels präparativer 
Säulenchromatographie (Kieselgel C60; EtOAc: CH2Cl2 1:19) isoliert.  
 
Ausbeute: 1,33 g ( entspricht  48,3 % der theoretischen Ausbeute) 
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Abb. 97: MALDI-TOF-Massenspektrum von 1-Hexadecyl-2,3,4-tri-O-(trimethylsilyl)-
mannopyranose; m/z 643,41 [M+Na+]; m/z 659,28 [M+K+] 
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Abb. 98: IR-Spektrum von 1-Hexadecyl-2,3,4-tri-O-(trimethylsilyl)-mannopyranose (ν 
(OH) ≈3400 cm-1; ν (-CH3, -CH2-) 2920 cm-1; δ (-CH3, -CH2-) 1430 cm-1;  
δ (-Si(CH3)3) 1280 cm-1; ν (Si-O-C) 1060 cm-1; ν (Si-C) 845 cm-1) 
 
 
4.12.7. 1-Hexadecylmannopyranose-6-phosphat-di-Natrium 
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Summenformel: C22H43O9PNa2  Mw = 527,52 g/mol 
 
1,2 g (1,93 mmol) 1-Hexadecyl-2,3,4-tri-O-(trimethylsilyl)-mannopyranose und 0,3 ml 
(2,46 mmol) N-Ethylmorpholin werden in Methylenchlorid gelöst und innerhalb 5 min 
mit 0,2 ml (2,01 mmol) Phosphorylchlorid versetzt und 24 h bei RT gerührt. Das 
Methylenchlorid wird entfernt und der Rückstand mit Hexan aufgenommen und auf 
0°C heruntergekühlt und filtriert. Das Hexan wird vollständig entfernt. Der Rückstand 
wird am Rotationsverdampfer bei 20°C mit 25 ml Wasser versetzt, wobei das Produkt 
ausfällt. Weitere 25 ml Wasser werden hinzugegeben und die Suspension mit 2 N 
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NaOH-Lösung neutralisiert. Das Produkt wird filtriert und über Phosphorpentoxid 
getrocknet. 
 
Ausbeute: 0,85 g ( entspricht  83,5 % der theoretischen Ausbeute) 
 
 
5. Anhang 
Tab. 13: Zusammenstellung der Herstellungsparameter der untersuchten ASS 
enthaltenden PDLLA Sphären (Abb. 22 und 23). 
o-Phase  
 RESOMER®R208 in g 2,5 
 Methylenchlorid in ml  35 40 50 60 80 100 
 ASS in mg 300 
 Methanol in ml 1 
w-Phase  
 PVAl-Typ (Hydrolysegrad in %) Mw 72 000 (97,5-99,5) 
 Konzentration in % 2 
 Volumen der PVAl-Lösung in ml  300 
Rührgeschwindigkeit in U/min 500 
Prozesstemperatur in °C 20 
Prozessdruck in mbar 400 (+40) 
Prozessdauer in min 255 264 402 405 390 420 
 
Tab. 14: Zusammenstellung der Herstellungsparameter der untersuchten ASS 
enthaltenden PDLLA Sphären (Abb. 25). 
o-Phase  
 RESOMER®R208 in g 1,250 1,875 2,500 3,125 3,750 
 Methylenchlorid in ml  12,50 18,75 25,00 31,25 37,50 
 ASS in mg 300 
 Methanol in ml 1 
w-Phase  
 PVAl-Typ (Hydrolysegrad in %) Mw 72 000 (97,5-99,5) 
 Konzentration in % 2 
 Volumen der PVAl-Lösung in ml  300 
Rührgeschwindigkeit in U/min 500 
Prozesstemperatur in °C 20 
Prozessdruck in mbar 400 (+40) 
Prozessdauer in min 270 210 216 210 240 
 
Anhang   145 
Tab. 15: Zusammenstellung der Herstellungsparameter der untersuchten ASS 
enthaltenden PDLLA Sphären (Abb. 26). 
o-Phase  
 RESOMER®R208 in g 2,5 
 Methylenchlorid in ml  25 
 ASS in mg 100 
 Methanol in ml 1 
w-Phase  
 PVAl-Typ (Hydrolysegrad in %) Mw 72 000 (97,5-99,5) 
 Konzentration in % 2 
 Volumen der PVAl-Lösung in ml  300 
Rührgeschwindigkeit in U/min 300 400 500 600 700 
Prozesstemperatur in °C 20 
Prozessdruck in mbar 400 (+40) 
Prozessdauer in min 257 214 216 236 235 
 
Tab. 16: Zusammenstellung der Herstellungsparameter der untersuchten ASS 
enthaltenden PLGA 50:50 Sphären (Abb. 26). 
o-Phase  
 RESOMER®RG504 in g 20 
 Methylenchlorid in ml  20 
 ASS in mg 100 
 Methanol in ml 1 
w-Phase  
 PVAl-Typ (Hydrolysegrad in %) Mw 72 000 (97,5-99,5) 
 Konzentration in % 2 
 Volumen der PVAl-Lösung in ml  300 
Rührgeschwindigkeit in U/min 300 400 500 600 
Prozesstemperatur in °C 20 
Prozessdruck in mbar 400 (+40) 
Prozessdauer in min 218 208 223 214 
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Tab. 17: Zusammenstellung der Herstellungsparameter der untersuchten ASS 
enthaltenden PLGA 50:50 Sphären (Abb. 27). 
o-Phase  
 RESOMER®RG504 in g 20 
 Methylenchlorid in ml  20 
 ASS in mg 100 
 Methanol in ml 1 
w-Phase  
 PVAl-Typ (Hydrolysegrad in %) 
15000 
(86,7-88,7) 
49000 
(86-89)
61000 
(98,98,8)
72000 
(97,5-99,5) 
145000 
(99-99,8) 
 Konzentration in % 2 
 Volumen der PVAl-Lösung in ml  300 
Rührgeschwindigkeit in U/min 500 
Prozesstemperatur in °C 20 
Prozessdruck in mbar 400 (+40) 
Prozessdauer in min 200 205 206 214 210 
 
Tab. 18: Zusammenstellung der Herstellungsparameter der untersuchten ASS 
enthaltenden PLGA 50:50 Sphären (Abb. 28 und 30). 
o-Phase  
 RESOMER®RG504 in g 20 
 Methylenchlorid in ml  20 
 ASS in mg 100 
 Methanol in ml 1 
w-Phase  
 PVAl-Typ (Hydrolysegrad in %) Mw 72 000 (97,5-99,5) 
 Konzentration in % 0,5 1 2 3 4 5 6 
 Volumen der PVAl-Lösung in ml  300 
Rührgeschwindigkeit in U/min 500 
Prozesstemperatur in °C 20 
Prozessdruck in mbar 400 (+40) 
Prozessdauer in min 208 198 210 212 220 240 225 
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Tab. 19: Zusammenstellung der Herstellungsparameter der untersuchten Thrombin 
enthaltenden PLGA 50:50 Sphären (Abb. 41-43). 
w1-Phase  
 Thrombinpräparateinwaage 100 151 200 300 
 Wasser/Glycerin (1:2) (w/w) in ml  2 
o-Phase  
 RESOMER®RG504 in g 2,00 2,04 2,01 1,94 
 Methylenchlorid in ml  40 
Rührgeschwindigkeit Ultraturrax in U/min 16000 
w2-Phase  
 PVAl-Typ (Hydrolysegrad in %) Mw 72 000 (97,5-99,5) 
 Konzentration in % 2 
 Volumen der PVAl-Lösung in ml  300 
Rührgeschwindigkeit in U/min 600 
Prozesstemperatur in °C 15 
Prozessdruck in mbar 400 (+40) 
Prozessdauer in min 215 255 226 240 
 
Tab. 20: Zusammenstellung der Herstellungsparameter der untersuchten Thrombin 
enthaltenden PLGA 50:50 Sphären (Abb. 46). 
w1-Phase  
 Thrombinpräparateinwaage 100 103,3 
 Wasser/Glycerin (1:2) (w/w) in ml  2 
o-Phase  
 RESOMER®RG504 in g 2,48 2,51 
 Methylenchlorid in ml  20 40 
Rührgeschwindigkeit Ultraturrax in U/min 16000 
w2-Phase  
 PVAl-Typ (Hydrolysegrad in %) Mw 72 000 (97,5-99,5) 
 Konzentration in % 2 
 Volumen der PVAl-Lösung in ml  300 
Rührgeschwindigkeit in U/min 600 
Prozesstemperatur in °C 15 
Prozessdruck in mbar 400 (+40) 
Prozessdauer in min   
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Tab. 21: Zusammenstellung der Herstellungsparameter der untersuchten Thrombin 
enthaltenden PLGA 50:50 Sphären (Abb. 47). 
w1-Phase  
 Thrombinpräparateinwaage 100 103,3 
 Wasser/Glycerin (1:2) (w/w) in ml  1 5 
o-Phase  
 RESOMER®RG504 in g 2,48 2,51 
 Methylenchlorid in ml  20 40 
Rührgeschwindigkeit Ultraturrax in U/min 16000 
w2-Phase  
 PVAl-Typ (Hydrolysegrad in %) Mw 72 000 (97,5-99,5) 
 Konzentration in % 2 
 Volumen der PVAl-Lösung in ml  300 
Rührgeschwindigkeit in U/min 600 
Prozesstemperatur in °C 15 
Prozessdruck in mbar 400 (+40) 
Prozessdauer in min 238 227 
 
Tab. 22: Zusammenstellung der Herstellungsparameter der untersuchten Thrombin 
enthaltenden PLGA 50:50 Sphären (Abb. 51) 
w1-Phase  
 Thrombinpräparateinwaage 103,3 101,8 104,2 103,4 
 Wasser/Glycerin (1:2) (w/w) in ml  2 
o-Phase  
 RESOMER®RG504 in g 2,40 2,25 2,00 1,75 
  0,10 0,25 0,50 0,75 
 Methylenchlorid in ml  40 
Rührgeschwindigkeit Ultraturrax in U/min 16000 
w2-Phase  
 PVAl-Typ (Hydrolysegrad in %) Mw 72 000 (97,5-99,5) 
 Konzentration in % 2 
 Volumen der PVAl-Lösung in ml  300 
Rührgeschwindigkeit in U/min 600 
Prozesstemperatur in °C 15 
Prozessdruck in mbar 400 (+40) 
Prozessdauer in min 220 228 225 255 
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Tab. 23: Zusammenstellung der Herstellungsparameter der untersuchten Insulin 
enthaltenden PLGA 50:50 Sphären (Abb. 55 und 64). 
w1-Phase  
 Insulineinwaage  in mg 10,1 10,4 10,7 10,0 10,7 
 BupH –Puffer (9,4) in ml  0,25 0,50 0,75 1,00 1,50 
o-Phase  
 RESOMER®RG504 in g 2,50 
 Methylenchlorid in ml  20 
Rührgeschwindigkeit Ultraturrax in U/min 16000 
w2-Phase  
 PVAl-Typ (Hydrolysegrad in %) Mw 72 000 (97,5-99,5) 
 Konzentration in % 2 
 Volumen der PVAl-Lösung in ml  300 
Rührgeschwindigkeit in U/min 600 
Prozesstemperatur in °C 15 
Prozessdruck in mbar 400 (+40) 
Prozessdauer in min 255 265 296 270 270 
 
Tab. 24: Zusammenstellung der Herstellungsparameter der untersuchten Insulin 
enthaltenden PLGA 50:50 Sphären (Abb. 56 und 63). 
w1-Phase  
 Insulineinwaage  in mg 10 21,2 29,9 41,1 
 BupH –Puffer (9,4) in ml  1 1 1 1 
o-Phase  
 RESOMER®RG504 in g 2,50 
 Methylenchlorid in ml  20 
Rührgeschwindigkeit Ultraturrax in U/min 16000 
w2-Phase  
 PVAl-Typ (Hydrolysegrad in %) Mw 72 000 (97,5-99,5) 
 Konzentration in % 2 
 Volumen der PVAl-Lösung in ml  300 
Rührgeschwindigkeit in U/min 600 
Prozesstemperatur in °C 15 
Prozessdruck in mbar 400 (+40) 
Prozessdauer in min 270 316 261 275 
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Tab. 25: Zusammenstellung der Herstellungsparameter der untersuchten Insulin 
enthaltenden PLGA 50:50 Sphären (Abb. 65). 
w1-Phase  
 Insulineinwaage  in mg 10,1 11,2 10,4 
 BupH –Puffer (9,4) in ml  1 
o-Phase  
 RESOMER®RG504 in g 1,25 1,75 2,50 
 Methylenchlorid in ml  20 
Rührgeschwindigkeit Ultraturrax in U/min 16000 
w2-Phase  
 PVAl-Typ (Hydrolysegrad in %) Mw 72 000 (97,5-99,5) 
 Konzentration in % 2 
 Volumen der PVAl-Lösung in ml  300 
Rührgeschwindigkeit in U/min 600 
Prozesstemperatur in °C 15 
Prozessdruck in mbar 400 (+40) 
Prozessdauer in min 265 221 212 
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Abb. 99: ASS Kalibrationskurve in PBS (280 nm) 
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Abb. 100: ASS-Kalibrationskurve in CH2Cl2 
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Abb. 101: Kalibrationskurve zur quantitativen Bestimmung von Thrombin mittels der 
Bradford-Methode (Coomassie Brilliant Blue 250) 
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Tab. 26: Prospektive Studie zum Blutungsrisiko nach zahnärztlichen-chirurgischen 
Eingriffen unter fortgeführter Marcumarisierung im Vergleich zur Heparin-
dauerinfusion 
 
Phenprocoumongruppe 
Ergebnis (Mittelwert ± SD) 
Patientengut 
(n = 30) 
 
Extrahierte 
Zähne  
(± SD) 
INR 
(OP) 
 
Quick (OP) 
in % 
(± SD) 
PTT (OP) 
in s 
(± SD) 
TZ (OP)  
in s 
(± SD) 
Stationäre 
Verweildauer 
(± SD) 
Ohne 
Nachblutung 
(n=23) 
4 
(± 2,3) 
2 
(± 0,18) 
31,5 
(± 7,8) 
48,5 
(± 6,4) 
17,6 
(± 1,4) 
11 
(± 5) 
Mit 
Nachblutung 
(n=7) 23% 
3 
(± 1,7) 
2 
33,6 
(± 8,2) 
60,2 
(± 26,3) 
18,1 
(± 2) 
18 
(± 2) 
Heparingruppe 
Ergebnis (Mittelwert ± SD) 
Patientengut 
(n = 123) 
 
Extrahierte 
Zähne  
(± SD) 
INR 
(OP) 
 
Quick (OP) 
in % 
(± SD) 
PTT (OP) 
in s 
(± SD) 
TZ (OP)  
in s 
(± SD) 
Stationäre 
Verweildauer 
(± SD) 
Ohne 
Nachblutung 
(n=86) 
3,6 
(± 2,5) 
- 
51 
(± 18) 
57 
(± 21,3) 
41 
(± 37,6) 
15 
(± 5) 
Mit 
Nachblutung 
(n=37) 28% 
4,1 
(± 2,5) 
- 
45 
(± 18) 
77 
(± 26,7) 
59 
(± 44,5) 
21 
(± 7) 
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Abb. 102: Verlauf der optischen Dichte von p-Nitroanilin bei 405 nm, das durch 
bovines Thrombin enzymatisch vom chromogenen Substrat S-2238 (Chromogenix) 
in PBS-Puffer bei 20°C freigesetzt wird, in Abhängigkeit von verschiedenen 
Thrombinkonzentrationen (0,0625 – 2 NIH). Im untersuchten Konzentrations- bzw. 
Zeitfenster besteht ein linearer Zusammenhang der thrombinabhängigen 
Subtratumsetzung. 
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Abb. 103: Kalibrationskurve zur quantitativen Bestimmung von Insulin mittels der 
Bradford-Methode (Coomassie Brilliant Blue 250) 
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Tab. 27: Einfluss verschiedener Substanzen auf den Bradford-Test. Es wurden 
jeweils 0,1 ml der verschiedenen Substanzlösungen mit dem 5 ml Standard-
Proteinreaktionslösung (0,01% (w/v) Coomassie Brilliant Blau G-250, 4,7% (w/v) 
Ethanol, 8,5% Phosphorsäure) versetzt. 
Substanz ∆OD595 (µg) Equivalent BSA 
1 M KCl 0,000 0,00 
5 M NaCl 0,000 0,00 
1 M MgCl2 0,000 0,00 
2 M Tris 0,026 2,34 
0,1 EDTA 0,004 0,36 
1 M (NH4)2SO4 0,000 0,00 
99% Glycerin 0,012 1,08 
1 M 2-Mercaptoethanol 0,004 0,36 
1 M Saccharose 0,013 1,17 
95% Ethanol 0,000 0,00 
Acetone 0,069 6,21 
5% Phenol 0,046 4,14 
0,1% Triton X-100 0,013 1,17 
1% Triton X-100 0,590 53,10 
0,1% Natriumdodecylsulfat 0,011 0,99 
1% Natriumdodecylsulfat 0,495 44,55 
0,1 % Hemosol 0,004 0,36 
1 % Hemosol 0,108 9,72 
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